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Nomenclature 
Abréviations 
AA : acides aminés 
AAad : acides aminés adsorbés 
CO2 : dioxyde de carbone 
Ct : critère d’ajustement des données simulées aux données expérimentales 
DV : déviation 
EXL : extrait de levure 
Glu : glucose 
GLDH : glutamate déshydrogénase 
GOx : glucose-oxydase 
HPLC : chromatographie liquide à haute performance 
H2O : eau 
IC 95% : intervalle de confiance à 95% sur l’estimation des paramètres du modèle 
ISP2 : milieu International Streptomyces Project 2 
MS : milieu semi-synthétique 
MSS : milieu semi-synthétique standard 
MOPS : acide 3-(N-morpholino)-propansulfonique 
NAC : N-acétyl-L-cystéine 
NAD+/NADH,H+ : nicotinamide-adénine-dinucléotide 
NH4
+ : ions ammonium 
NH4
+
ad : ions ammonium adsorbés 
NH3aq : ammonium aqueux 
NH3g : ammonium gazeux 
OPA : o-phthalaldéhyde 
O2 : dioxygène 
P : concentration en produit 
PS : Poids sec 
PTFE : polytétrafluoroéthylène 
S : concentration en substrat 
Thio : thiolutine 
UV : rayonnement ultraviolet 
X : biomasse 
Unités 
rpm : rotation par minute 
vvm : volume de gaz par volume de liquide par minute 
v/v : volume / volume 
M : molarité (mol/l) 
N : normalité 
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Lettres romaines 
a : activité 
A : matrice des contraintes de la réconciliation des données 
?̅? : biais proposé par le test GLR 
B : matrice des bilans 
cj : concentration de l’ion j dans le milieu MSS (mol/l) 
c0 : concentration de référence, égale à 1 mol/l 
C1 : constante maximale de la vitesse de la réaction R1 (h
-1) 
C2 : constante de maintenance de la vitesse réaction R2 (mmolGlu/(mmolX.h) 
C3 : constante maximale de la vitesse de la réaction R3 (h
-1) 
C4 : constante maximale de la vitesse de la réaction R4 (mmolThio/(mmolX.h) 
C5 : constante d’entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse (l/h) 
dacide : débit d’ajout d’acide dans le fermenteur (l/h) 
dbase : débit d’ajout de base dans le fermenteur (l/h) 
dévaporation : débit d’évaporation du milieu liquide dans le fermenteur (l/h) 
De : débit de gaz en entrée du fermenteur (mmol/h) 
Ds : débit de gaz en sortie du fermenteur (mmol/h) 
hi et hj : contribution de l’ammonium et de l’ion j dans le milieu MSS, selon les tables de Schumpe 
(1993) 
𝐻𝑁𝐻3−𝐻2𝑂
′  : constante de Henry de l’ammonium dans l’eau (Pa.l/mol) 
k : constante cinétique  
Ka : constante acide (équilibre acido-basique) 
KS : constante de saturation du modèle de Monod 
𝐾𝐴𝐴,1 : constante de saturation en acides aminés de la vitesse de la réaction R1 (mmol/l) 
𝐾𝑋,1 : concentration maximale en biomasse de la vitesse de la réaction R1 (mmol/l) 
𝐾𝐺𝑙𝑢,2 : constante de saturation en glucose de la vitesse de la réaction R2 (mmol/l) 
𝐾𝐺𝑙𝑢,3 : constante de saturation en glucose de la vitesse de la réaction R3 (mmol/l) 
𝐾𝑁𝐻4+,3 : constante de saturation en ions ammonium de la vitesse de la réaction R3 (mmol/l) 
𝐾𝐴𝐴,3 : constante d’inhibition en acides aminés de la vitesse de la réaction R3 (mmol/l) 
𝐾𝑋,3 : concentration maximale en biomasse de la vitesse de la réaction R3 (mmol/l) 
𝐾𝐴𝐴,4 : constante d’inhibition en acides aminés de la vitesse de la réaction R4 (mmol/l) 
𝐾𝑇ℎ𝑖𝑜,4 : concentration maximale en thiolutine de la vitesse de la réaction R4 (mmol/l) 
M : masse molaire (g/mol) 
MFisher : Matrice d’information de Fisher 
MJacobien : matrice de sensibilité 
nc : nombre de composés 
ne : nombre d’expériences 
nel : le nombre de bilan calculé égal à 3 (carbone, azote et redox) 
nmes : nombre d’échantillons 
np : nombre de paramètres 
nr : nombre de réactions 
nj : quantité du j
ième composé dans la phase liquide 
𝑛𝐶,𝑖 : valeur de la quantité de carbone pour le i
ème prélèvement 
𝑛𝑁,𝑖 : valeur de la quantité d’azote pour le i
ème prélèvement 
𝑛𝛾,𝑖 : valeur du degré de réduction pour le i
ème prélèvement 
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𝑛𝐶̅̅ ̅ : valeur moyenne de la quantité de carbone sur l’ensemble des prélèvements 
𝑛𝑁̅̅ ̅̅  : valeur moyenne de la quantité d’azote sur l’ensemble des prélèvements 
𝑛𝛾̅̅ ̅ : valeur moyenne du degré de réduction sur l’ensemble des prélèvements 
𝑛𝑁𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 : la quantité d’azote théorique 
𝑛𝐶𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 : la quantité de carbone théorique 
𝑛𝛾𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 : le degré de réduction théorique 
p : vecteur des paramètres reparamétrés 
P : pression (Pa) 
𝑄𝑒 : quantité adsorbée à l’équilibre (mmol/mmolbiomasse) 
𝑄𝑡  : quantité adsorbée au temps t (mmol/mmolbiomasse) 
R1 : réaction de croissance sur acides aminés 
R2 : réaction de maintenance sur glucose 
R3 : réaction de croissance sur glucose et ions ammonium 
R4 : réaction de production de thiolutine 
R6 : réaction de transfert des acides aminés en acides aminés adsorbés 
E5 : équilibre d’évaporation de l’ammonium 
seuilAA : seuil en acides aminés (mmol/L) 
seuilGlu : seuil en glucose  (mmol/L) 
seuilNH4+ : seuil en ions ammonium (mmol/L) 
S : matrice des décompositions élémentaires 
tLag : durée de la phase de latence (h) 
t2 : durée de la phase 2 (h) 
tf,prod : temps pour lequel la thiolutine atteint sa valeur maximale (h) 
T=température (°C ou K) 
𝑣𝑃 : vitesse spécifique de production du métabolite d’intérêt 
𝑣1 : vitesse de la réaction R1 (mmol/L) 
𝑣2 : vitesse de la réaction R2 (mmol/L) 
𝑣3 : vitesse de la réaction R3 (mmol/L) 
𝑣4 : vitesse de la réaction R4 (mmol/L) 
𝑣6 : vitesse de la réaction R6 (mmol/L) 
𝑣𝑖𝑁1 : vitesse nominale 1 de la i
ème réaction 
𝑣𝑖𝑁2 : vitesse nominale 2 de la i
ème réaction 
V : matrice de variance-covariance 
VL : volume de liquide dans le fermenteur (L) 
Vp : volume de prélèvement (L) 
𝑦𝑒
𝑁2  : fraction molaire du diazote dans le gaz en entrée du fermenteur 
𝑦𝑠
𝑁2  : fraction molaire du diazote dans le gaz en sortie du fermenteur 
𝑦𝑒
𝐶𝑂2  : fraction molaire du dioxyde de carbone dans le gaz en entrée du fermenteur 
𝑦𝑠
𝐶𝑂2  : fraction molaire du dioxyde de carbone dans le gaz en sortie du fermenteur 
𝑦𝑒
𝑂2  : fraction molaire du dioxygène dans le gaz en entrée du fermenteur 
𝑦𝑠
𝑂2  : fraction molaire du dioxygène dans le gaz en sortie du fermenteur 
𝑦𝑠
𝑁𝐻3𝑔  : fraction molaire de l’ammonium gazeux dans le gaz en sortie du fermenteur 
Yexp : matrice des données expérimentales 
Ynorm : matrice des données expérimentales normalisées 
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Y* : matrice des mesures vraies 
Y̅ : matrice des prédictions du modèle 
YP/X : rendement en produit par rapport à la biomasse 
YP/S : rendement en produit par rapport au substrat 
YX/S : rendement en biomasse par rapport au substrat 
Lettres grecques 
𝛼 : terme de production de métabolite associé à la croissance dans le modèle de Luedeking et Piret 
𝛽 : terme de production de métabolite dissocié de la croissance dans le modèle de Luedeking et Piret 
𝛾 : coefficient d’activité de la phase liquide 
d : degré de réduction 
𝜀 : vecteur des erreur de mesure 
𝜀95%,𝑖 : intervalle de confiance à 95% des données expérimentales du i
ème composé 
𝜀50%,𝑖 : intervalle de confiance à 50% des données expérimentales du i
ème composé 
 : matrice de variance-covariance 
 : vecteurs des paramètres 
𝜁𝑗
𝑖 : coefficient stœchiométrique du iième composé dans le jième mécanisme 
µ : taux de croissance de la biomasse (h-1) 
µmax : taux de croissance maximale de la biomasse (h
-1) 
 : vecteur du protocole expérimental 
Φ𝑁𝐻3  : débit de production de l’ammonium gazeux (mol/h) 
𝜎𝐴𝑏𝑠,𝑖  : écart-type absolu du i
ème composé (mmol/L) 
𝜎𝑅𝑒𝑙,𝑖 : écart-type relatif du i
ème composé (%) 
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Introduction 
La découverte de la pénicilline dès 1929 par Alexander Fleming a marqué un tournant dans le 
traitement des maladies infectieuses, alors une des principales causes de décès dans le monde 
(Fleming, 1929). Dès lors, ces maladies infectieuses sont devenues maîtrisables grâce à l’utilisation 
chez l’humain de la pénicilline dès 1941 puis de la streptomycine dès 1944. Cette révolution fut 
marquée par l’attribution de trois prix Nobel de Médecine à G. Domagk en 1939 pour la découverte 
de l’effet antibactérien du protonsil, à A. Fleming, E. B. Chain et H. W. Florey en 1945 pour la 
découverte de la pénicilline et à S. A. Waksman en 1952 pour la découverte de la streptomycine. Les 
molécules antibiotiques se sont avérées utiles dans la lutte contre les maladies causées par des 
bactéries, des champignons et des protozoaires ainsi que pour le traitement de certaines maladies 
physiologiques comme le cholestérol. Elles peuvent également être utilisées pour la protection des 
plantes (Demain and Adrio, 2008).  
Près de 60% des antibiotiques connus à ce jour sont produits par des micro-organismes filamenteux 
(Bérdy, 2012). Les antibiotiques sont majoritairement produits, à grande échelle, par des procédés de 
fermentation. L’augmentation des rendements de production passe par l’amélioration des souches 
productrices mais également de leurs conditions de culture. Ces dernières jouent, en effet, un rôle 
majeur dans la régulation du métabolisme microbien et sur la morphologie des micro-organismes 
filamenteux. Il apparaît donc nécessaire de comprendre l’influence de ces paramètres 
environnementaux sur la croissance et la production des métabolites secondaires afin de pouvoir les 
contrôler. Dans ce sens, la modélisation des procédés de biotransformation est un outil précieux de 
conception et de développement des procédés de fermentation. En effet, la construction de modèle 
représentant le comportement des micro-organismes permet d’identifier et de quantifier les 
processus biologiques et physiques limitants influençant la transformation biologique, tout en 
limitant le temps et les coûts de développement. 
En 1992, une bactérie filamenteuse, Saccharothrix algeriensis a été isolée de la palmeraie d’Adrar en 
Algérie (Zitouni, 1995; Zitouni et al., 2004). Cette bactérie, appartenant au groupe des actinomycètes 
dit « rares », s’est avérée productrice de plusieurs molécules de la famille des dithiolopyrrolones 
possédant des activités antibiotiques et anticancéreuses intéressantes (Lamari, 2006; Oliva et al., 
2001; Pelechano and Pérez-Ortín, 2008; Webster et al., 2000). Elle est capable de produire une 
grande diversité de dithiolopyrrolones selon le milieu de culture utilisé (Bouras et al., 2008, 2007, 
2006a; Merrouche et al., 2011, 2010), ce qui en fait, en plus de son intérêt applicatif, un modèle 
d’étude très intéressant. Dans nos conditions de cultures, sur milieu semi-synthétique, la molécule 
principalement produite est la thiolutine. 
Depuis plusieurs années, le comportement de cette bactérie filamenteuse a été étudié au sein du 
département BioSyM du Laboratoire de Génie Chimique (Bouras, 2005; Chorin, 2009; Saker, 2013; 
Strub, 2008). En parallèle à ces approches physiologique, enzymatique et génétique, des travaux 
utilisant des outils classiques du génie des procédés tels que le traitement de données et la 
modélisation ont été appliqués à ce modèle d’étude (Strub, 2008). La modélisation de la croissance 
et de la production de dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis revêt plusieurs intérêts parmi lesquels : 
 La compréhension globale du système et des cinétiques macroscopiques de bioproduction 
des dithiolopyrrolones notamment de la thiolutine, 
 La construction d’un outil prédictif pour la conduite de fermentation de Sa. algeriensis, 
 A terme, l’optimisation des conditions opératoires du procédé de production de thiolutine. 
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Malgré les différentes études réalisées sur la physiologie et le métabolisme de Sa. algeriensis, les 
connaissances actuelles ne permettent pas la construction d’un modèle métabolique. Ainsi, une 
approche macroscopique, intégrant les connaissances acquises au cours des différents travaux, a été 
retenue pour la modélisation du comportement de la bactérie. Au cours d’une étude précédente, 
Strub (2008) a proposé un modèle stœchiométrique composé de quatre réactions apparentes 
rendant compte du comportement macroscopique de la croissance de la bactérie et de la production 
de thiolutine en fermenteur batch. Le modèle est construit à partir des grandeurs facilement 
mesurables dans le milieu de culture. Pour ce faire, l’auteur a mis en œuvre une méthode statistique 
d’analyse factorielle, basée sur l’exploitation algébrique des bilans matières partiels. Les travaux 
présentés dans ce document s’inscrivent dans la continuité de cette étude, l’objectif étant la 
détermination et la modélisation de la dynamique de la croissance de Sa. algeriensis et de la 
production de thiolutine en fermenteur batch. Pour ce faire nous aborderons le problème en deux 
étapes qui consisteront respectivement à : 
 Présenter et analyser le comportement macroscopique de Sa. algeriensis afin de confirmer 
les connaissances physiologiques de la bactérie acquises au cours des différentes études 
menées précédemment et étudier l’impact de la température sur la production de thiolutine. 
 A partir des données cinétiques obtenues au cours des différentes expérimentations, établir 
un modèle stœchio-cinétique permettant de représenter la croissance diauxique de la 
bactérie et la production de thiolutine. 
La démarche retenue est présentée sur la Figure I.1. Dans un premier temps, une analyse qualitative 
des données expérimentales, acquises lors de fermentations batch en réacteur de deux litres 
régulées en température, pH et oxygène dissous, nous a permis de confirmer et d’acquérir de 
nouvelles connaissances sur le comportement de Sa. algeriensis. Parallèlement, différents modèles 
pouvant potentiellement représenter les cinétiques réactionnelles associées au modèle 
stœchiométrique proposé par Strub (2008) ainsi que les bascules métaboliques sont proposés et 
discriminés à partir de données acquises dans le cadre de travaux antérieurs. Par la suite, le modèle 
est ajusté en y intégrant les phénomènes mis en évidence lors de l’analyse qualitative des données 
expérimentales, identifié puis validé pour différentes conditions initiales. 
 
Figure I.1 : Démarche de construction du modèle stœchio-cinétique du comportement de Sa. algeriensis, les chapitres 
correspondants sont inscrits dans les cercles noirs  
Amélioration et 
identification du modèle
Extrapolation du modèle
Discrimination des 
cinétiques des réactions
Phase par phase
Discrimination de la
gestion de l’activation des 
réactions
Données 
expérimentales non 
réconciliées
Données 
expérimentales 
réconciliées
Analyse des données 
expérimentales :
Réalisation des expériences
Traitement des données
Analyse des résultats expérimentaux
.3
.3
.3
.4
.4
Introduction 
Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                  5 | P a g e  
Le manuscrit présente deux grandes parties. La première partie intitulée « Analyse du comportement 
de Saccharothrix algeriensis en fermenteur batch » se compose de trois chapitres. Dans un premier 
chapitre (.1), la synthèse bibliographique présente les connaissances actuelles sur les 
dithiolopyrrolones ainsi que sur la souche utilisée : Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137. La 
production des dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis NRRL B-24137 est présentée, notamment 
l’impact de la modification du milieu de culture sur les molécules produites. Enfin, l’importance des 
conditions de culture sur la morphologie et la production des métabolites secondaires par les 
actinomycètes est discutée.  
L’ensemble des techniques et des méthodologies utilisées dans cette étude pour l’acquisition de 
données expérimentales et leur analyse est présenté dans le chapitre « Matériel et méthodes » (.2).  
Le troisième chapitre (.3) synthétise l’ensemble des résultats expérimentaux. Dans un premier 
temps, l’importance de l’examen de la qualité des données expérimentales est mise en évidence par 
l’analyse des bilans carbone, azote et rédox. Cette étude a mis a jour l’existence de deux 
phénomènes non pris en compte jusqu’alors dans la fermentation de cette bactérie. Dans un 
deuxième temps, la croissance diauxique de la bactérie sur milieu semi-synthétique est caractérisée 
et l’impact de l’ajout du substrat préférentiel (extrait de levure) en cours de fermentation est évalué. 
Puis, l’influence de la température sur la croissance et la production de thiolutine est examinée. 
Cette analyse qualitative a permis de formuler des hypothèses sur les différents phénomènes 
biologiques et physiques à prendre en compte dans la modélisation du comportement de la bactérie 
ainsi que les bascules métaboliques. 
La deuxième partie du manuscrit, découpée en quatre chapitres, présente la « Modélisation du 
comportement macroscopique de Saccharothrix algeriensis en fermenteur batch ». Le premier 
chapitre (.1) est une synthèse bibliographique des différents types de modèles utilisés pour la 
représentation des systèmes microbiologiques. Ce chapitre se termine par la présentation du modèle 
stœchiométrique proposé par Strub (2008), qui est le point de départ de notre étude. 
Le second chapitre (.2) présente les différentes fonctionnalités de l’outil d’identification, nommé 
ExOptim, utilisé dans cette étude. La méthode d’optimisation ainsi que les spécificités de cette 
toolbox y sont détaillées.  
Le troisième chapitre (.3), présente le modèle stœchio-cinétique développé dans cette étude. 
Différentes lois cinétiques représentant les vitesses des réactions du schéma stœchiométrique sont 
proposées à partir des lois couramment employées en microbiologie. Ces modèles sont ensuite 
discriminés sur la base de nos données expérimentales. La deuxième partie du modèle consiste en 
l’implémentation des bascules métaboliques. Plusieurs approches de gestion de ces bascules 
métaboliques sont présentées et évaluées.  
Les paramètres du modèle retenu, prenant en compte l’ensemble des phénomènes mis en évidence 
lors de l’analyse qualitative des données expérimentales, sont identifiés et les résultats sont 
présentés dans le quatrième chapitre (.4). Ce modèle est ensuite validé sur une série d’expériences 
réalisées à partir de conditions initiales distinctes de celles utilisées pour la phase d’estimation des 
paramètres. 
Finalement, la conclusion de ce manuscrit rappelle les principaux résultats obtenus au cours de cette 
étude. Les perspectives et les améliorations du modèle qui en découlent sont ensuite explicitées.  
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Saccharothrix algeriensis : une bactérie filamenteuse 
productrice de molécules bioactives de la famille des 
dithiolopyrrolones 
I.1.I. Saccharothrix algeriensis : un actinomycète rare 
Saccharothrix algeriensis appartient à un ensemble de bactéries appelé actinomycètes. Ce sont des       
micro-organismes procaryotes, aérobies à Gram-positif possédant un pourcentage en guanine et 
cytosine supérieur à 50 % (Goodfellow et al., 2012). Les actinomycètes sont des eubactéries chimio-
organotrophes hétérotrophes. Elles se caractérisent par la formation de filaments ramifiés ou hyphes 
et de spores asexuées (Prescott et al., 2003).  
Les actinomycètes sont des bactéries du sol, où ils représentent entre 10 et 20% de la microflore 
totale (Fierer et al., 2003). Ils jouent un rôle majeur dans la décomposition des matières organiques 
(Olano et al., 2009a) car ils possèdent la capacité de dégrader des molécules complexes, non 
dégradées par les champignons ou les autres bactéries, contribuant ainsi à la fertilisation des sols. 
Ces bactéries ont également été isolées à partir de milieux aquatiques et de milieux extrêmes où 
elles apparaissent souvent comme la population dominante (Bull, 2011). 
Le genre Streptomyces est prédominant parmi les actinomycètes isolés à ce jour. Les actinomycètes, 
qui n’appartiennent pas au genre Streptomyces, sont dits « rares ». Le terme « rares » n’est pas une 
indication relative à leur abondance dans l'environnement, mais se réfère plutôt à leur sous-
représentation parmi les isolats obtenus avec des techniques d’isolement classiques. 
I.1.I.1. Les actinomycètes, source de métabolites secondaires 
Actuellement, le nombre de molécules bioactives issues de micro-organismes avoisine les 30 000 
composés, ce qui représente 45% de la totalité des molécules bioactives d’origine naturelle connues. 
Plus de 25 000 espèces de micro-organismes (bactéries, actinomycètes et champignons 
microscopiques) ont été rapportées comme productrices de molécules bioactives. Parmi ces micro-
organismes, les actinomycètes sont une source particulièrement riche de métabolites secondaires 
(Bérdy, 2012, 2005; Kurtböke, 2012; Newman and Cragg, 2007). En effet, les actinomycètes 
produisent 47% des molécules bioactives issues de micro-organismes découvertes entre 1940 et 
2010 parmi lesquelles 24% sont issues d’actinomycètes « rares » (tableau .1.1). 
Tableau .1.1 : Nombre approximatif de métabolites bioactifs découverts entre 1940 et 2010 en fonction des micro-
organismes producteurs, d’après (Bérdy, 2012) 
Période 1940-1974 1975-2000 2001-2010 Total 
Actinomycètes : 
Streptomycetes 
Actinomycètes rares 
3400 
2900 
500 
66,0% 7200 
5100 
2100 
48,3% 3100 
2400 
700 
34,1% 13700 
10400 
3300 
47,0% 
Bactéries (autres) : 
Myxobactérie 
Cyanobactérie 
800 
25 
10 
15,5% 2300 
400 
30 
15,5% 1100 
210 
125 
12,1% 4200 
635 
165 
14,4% 
Champignons microscopiques 950 18,5% 5400 36,2% 4900 53,8% 11250 38,6% 
Total 5150  14900  9100  29150  
 
Parmi les métabolites produits par les actinomycètes, les molécules antimicrobiennes et anti-
tumorales tiennent une place importante (Bérdy, 2012, 2005; Olano et al., 2009a, 2009b; Rokem et 
al., 2007). Toutefois, les actinomycètes sont également producteurs de molécules ayant des activités 
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biologiques variées comme des antiviraux, des immunosuppresseurs ou encore des inhibiteurs 
d’enzyme (Demain and Sanchez, 2009).  
I.1.I.2. Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 : producteur de 
dithiolopyrrolones 
I.1.I.2.1. Une bactérie appartenant au genre Saccharothrix 
Le genre Saccharothrix a été créé par Labeda et al. (1984) d’après la description de l’espèce type 
Saccharothrix australiensis. Comme la plupart des actinomycètes, Saccharothrix est saprophyte, 
chimioorganotrophe hétérotrophe et aérobie strict (Goodfellow et al., 2012). Au niveau 
phylogénétique, le genre Saccharothrix est proche des genres Lentzea et Lechvalieria. 
Morphologiquement, les espèces du genre ressemblent à celles du genre Nocardiopsis mais elles 
diffèrent par la composition chimique de leurs cellules (Labeda and Kroppenstedt, 2000) : 
 paroi de type III E (acide méso-diaminopimélique sans glycine),  
 présence de rhamnose, galactose et mannose,  
 composition en phospholipides de type P II (présence de phosphatidyléthanolamine et 
hydroxy-phosphatidyléthanolamine) ou P IV (phosphatidyléthanolamine + phospholipides 
contenant de la glucosamine),  
 présence d’une ménaquinone prédominante de type MK-9 (H4) et MK-10 (H4) et absence 
d’acides mycoliques pariétaux. 
Le genre Saccharothrix rassemble quatorze espèces répertoriées dans le tableau .1.2. Plusieurs 
espèces proviennent d’un reclassement à partir des genres Norcardiopsis et Dactylosporanguim 
(Grund and Kroppenstedt, 1989; Kim et al., 2011; Labeda and Lechevalier, 1989).  
Tableau .1.2 : Espèces appartenant au genre Saccharothrix, d’après le National Center for Biotechnology Information 
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
Espèces Numéro d’accessibilité dans les 
collections 
Références 
Saccharothrix algeriensis DSM 44581, NRRL B-24137 Zitouni et al., 2004 
Saccharothrix australiensis ATCC 31497, NRRL 11239 Labeda et al., 1984 
Saccharothrix coeruleofusca DSM 43679, INA 1335 Grund and Kroppenstedt, 1989 
Saccharothrix espanaensis NRRL 15764 Labeda and Lechevalier, 1989 
Saccharothrix hoggarensis CCUG 60214, DSM 45457 Boubetra et al., 2013a 
Saccharothrix longispora DSM 43749, INA 1022 Grund and Kroppenstedt, 1989 
Saccharothrix mutabilis 
Saccharothrix mutabilis 
subsp. capreolus 
 
Saccharothrix mutabilis 
subsp. mutabilis 
 
DSM 40225, NRRL 2773 
 
 
ATCC 31520, DSM 43853, NRRL         
B-16077 
 
Grund and Kroppenstedt, 1989 
 
 
Labeda and Lechevalier, 1989 
Saccharothrix saharensis CCUG 60213, DSM 45456 Boubetra et al., 2013b 
Saccharothrix syringae DSM 43886, INA 2240 Grund and Kroppenstedt, 1989 
Saccharothrix texasensis NRRL B-16134 Labeda and Lyons, 1989 
Saccharothrix variisporea ATCC 31203, DSM 43911, JCM 3273, 
NBRC 14104, NRRL B-16296 
Kim et al., 2011 
Saccharothrix violaceirubra KCTC 19326, NBRC 102064 Otoguro et al., 2009 
Saccharothrix xinjiangensis AS 4.1731, JCM 12329 Hu et al., 2004 
Saccharothrix yanglingensis CGMCC 4.5627, KCTC 19722 Yan et al., 2012 
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I.1.I.2.2. Caractéristiques de l’espèce Saccharothrix algeriensis            
NRRL B-24137 
Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 a été isolé du sol de la palmeraie d’Adrar en Algérie en 1992. 
Initialement, il a été rattaché au genre Nocardiopsis (Boudjella, 1994) et reclassé par la suite dans le 
genre Saccharothrix (Zitouni, 1995). Sa. algeriensis forme un mycélium aérien abondant jaune-
orangé sur milieu ISP2, ISP5 et Bennet. Celui-ci se fragmente en spores sous forme de bâtonnets à 
surface lisse et non mobiles (figure .1.1). Le mycélium du substrat est ramifié mais ne se fragmente 
pas ou peu en milieu solide comme en milieu liquide. Il prend une teinte allant du jaune vif au jaune-
marron. L’étude morphologique  associée à l’analyse des constituants cellulaires de cette souche 
permet de la placer au sein du genre Saccharothrix.  
         
Figure .1.1 : Vue au microscope électronique à balayage des chaines de spores de Saccharothrix algeriensis (croissance 
sur milieu ISP2, à 30°C pendant 10 jours), d’après Zitouni et al. (2004) 
L’étude phylogénétique basée sur l’analyse de l’ARN-16S et sur le taux d’hybridation ADN-ARN a 
montré que la souche diffère nettement des autres espèces connues du genre. Elle appartient donc à 
une nouvelle espèce nommée Saccharothrix algeriensis (Zitouni et al., 2004). La souche a été 
déposée dans deux collections mondiales : « Agricultural Research Service Culture » (ARC culture) et 
« Leibniz-Institut Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen » (Leibniz-Institut 
DSMZ) sous les numéros NRRL B-24137 et DSM 44581. La séquence d’ARN 16s est disponible sous le 
numéro AY054972.  
I.1.I.2.3. Activité biologique de Saccharothrix algeriensis 
Sa. algeriensis possède un large spectre d’action contre les bactéries à Gram positif, négatif, mais 
également contre les levures et les champignons filamenteux. Lamari (2006) a étudié l’activité 
biologique de Sa. algeriensis par la méthode des stries croisées. L’action antibiotique est globalement 
plus importante sur les bactéries à Gram positif telles que Micrococcus luteus et Staphylococcus 
aureus que sur les bactéries à Gram négatif, à l’exception de Klebsiella pneumoniae qui est fortement 
inhibée. Pseudomonas aeruginosa est la seule bactérie testée montrant une absence totale de 
sensibilité à Sa. algeriensis. L’activité est moyenne à faible sur les levures. Enfin, l’activité 
antifongique de Sa. algeriensis est importante, en particulier sur les champignons filamenteux 
phytopathogènes comme Thielaviopsis neocaledoniae. 
Les propriétés antifongiques de Sa. algeriensis ont été valorisées, au laboratoire, par l’utilisation de la 
bactérie comme agent de biocontrôle contre le champignon phytopathogène Botrytis cinerea qui 
infecte plus particulièrement les plants de vigne (Compant et al., 2013; Muzammil, 2012; Muzammil 
et al., 2013). La colonisation des racines de la plante par Sa. algeriensis permet de réduire de 20% de 
nombre de feuilles infectées par B. cinerea (figure .1.2). 
5 μm
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Figure .1.2 : Symptômes d'une infection par B. cinerea, A : comparaison des nécroses due à B. cinerea sur un plant 
contrôle et un plant préalablement inoculé avec Sa. algeriensis, B : % de feuilles nécrosées (P<0,05) 
I.1.I.2.4. Caractérisation des molécules produites par 
Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 
Zitouni (1995) a montré que l’extrait au dichlorométhane du filtrat de culture de Sa. algeriensis NRRL          
B-24137 donnait, par chromatographie sur couche mince, deux taches jaune vif, actives contre les 
bactéries et les champignons. Par la suite, Lamari et al. (2002a,b) ont récupéré et purifié les extraits 
par HPLC en phase inverse. L’analyse spectroscopique (UV-visible, IR, MS et RMN) a permis de 
caractériser six composés produits par Sa. algeriensis sur milieu ISP2. Ils appartiennent à la famille 
des dithiolopyrrolones et ne diffèrent que par leur chaine latérale (radical R2). Leur structure est 
présentée sur la figure .1.3a. La thiolutine (N-(4,5-Dihydro-4-méthyl-5-oxo-1,2-dithiolo[4,3-b]pyrrol-
6-yl)) est l’antibiotique produit en majeure quantité par Sa. algeriensis sur milieu ISP2.  
Depuis la caractérisation de ces six molécules par Lamari et al. (2002a,b), de nouvelles 
dithiolopyrrolones ont été isolées et identifiées dans le surnageant de culture de Sa. algeriensis 
(Bouras et al., 2008; Merrouche et al., 2011, 2010). Ces nouvelles molécules ont été obtenues en 
appliquant la méthode « Precursor-directed-biosynthesis » par l’ajout d’acide benzoïque, d’acide 
valérique ou d’acide sorbique au milieu de culture semi-synthétique (figure .1.3b). 
 
Figure .1.3 : Structure des dithiolopyrrolones produites par Sa. algeriensis NRRL B-24137, 
A : sur milieu ISP2 d’après Lamari et al. (2002b), B : par supplémentation du milieu MS d’après Bouras et al. (2008); 
Merrouche et al. (2011, 2010), 1 : molécules induites par l'acide valérique, 2 : molécules induites par l'acide benzoïque, 
3 : molécules induites par l'acide sorbique  
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I.1.II. Les dithiolopyrrolones 
L’auréothricine est la première dithiolopyrrolone à avoir été isolée du milieu de culture de 
Streptomyces sp 26A en 1948 (Umezawa et al., 1948). Deux années plus tard, la thiolutine fut décrite 
à partir d’une souche de Streptomyces albus (Tanner et al., 1950). Toutefois, la structure de ces deux 
composés n’a été caractérisée qu’en 1955 par Celmer and Solomons (1955). Aujourd’hui, on 
dénombre près d’une quarantaine de dithiolopyrrolones différentes. Alors que les premières 
dithiolopyrrolones ont été isolées à partir de souches d’actinomycètes issues des sols, elles ont, par 
la suite, été détectées dans les milieux de culture de bactéries hétérotrophes à Gram négatif comme 
Xenorhabdus nematophilus (McInerney et al., 1991) ainsi que de bactéries marines comme 
Pseudoalteromonas sp (Shiozawa et al., 1993). 
I.1.II.1. Propriétés structurales 
La famille des dithiolopyrrolones regroupe des molécules possédant un noyau 1,2-dithiolo-4,3-b-
pyrrol-5(4H)-one aussi appelé pyrrolynonodithiole ou pyrrolinodithiole. Ce bi-hétérocycle est 
composé de deux cycles à cinq atomes : un cycle dithiole (présence de deux atomes de soufre) et un 
cycle pyrrole. Les composés dithiolopyrrolones varient selon deux radicaux portés par le noyau 
pyrrole : le premier est relié à l’azote du cycle (numéro 4) et le second est rattaché à l’azote numéro 
7 lui-même lié au cycle (figure .1.3). Les dithiolopyrrolones d’origines biologiques, peuvent être 
subdivisées en deux grandes familles selon la nature du groupement porté par l’azote numéro 4. Les 
dérivés « pyrrothine »  portent un méthyl sur l’azote numéro 4 (figure .1.4a), tandis que les dérivés 
« holothine » porte un atome d’hydrogène sur ce même azote (figure .1.4b). Les thiomarinoles 
forment une sous-famille de dithiolopyrrolones naturelles hybrides composées d’un noyau holothine 
relié à un analogue de l’acide pseudomonique C via une liaison amide (figure .1.4c, Shiozawa et al., 
1997, 1995, 1993).  
 
Figure .1.4 : Structure chimique A : dérivés pyrrothine, B : dérivés holothine, C: dérivé thiomarinole, 
La structure aromatique des dithiolopyrrolones leur confère un maximum d’absorbance à 388 nm. 
Leur spectre UV s’étend dans le domaine du visible, ce qui leur donne une couleur caractéristique 
variant entre le jaune et l’orangé (Celmer and Solomons, 1955; Li et al., 2014).  
I.1.II.2. Voie de biosynthèse 
Furumai et al. (1982) furent les premiers à proposer une voie de biosynthèse potentielle pour la 
production de l’auréothricine par S. kasugaensis. La L-cystine avait alors été identifiée comme étant 
le précurseur du noyau pyrrothine. La formation d’une liaison amide entre la pyrrothine et un acide 
organique activé sous la forme d’un acyl-CoA serait l’étape finale de la formation des 
dithiolopyrrolones. Vingt ans plus tard, De la Fuente et al. (2002) ont mis en évidence l’existence 
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d’une activité enzymatique catalysant l’acylation de l’holothine à partir d’acétyl-CoA dans des 
extraits cellulaires de mutants de S. clavuligerus producteurs d’holomycine. Des résultats similaires 
ont été obtenus par Chorin et al. (2009) qui ont mis en évidence la formation de thiolutine et de 
benzoyl-pyrrothine à partir de N-méthyl-pyrrothine et respectivement d’acéthyl-CoA ou de benzoyl-
CoA dans un extrait cellulaire de Sa. algeriensis. Au cours de leur travail, Chorin et al. (2009) 
présument de l’existence de deux enzymes différentes (acétyl-transférase et benzoyl-transférase) au 
vu de la variabilité du ratio entre les deux activités spécifiques au cours de la culture. La présence de 
ces deux enzymes a été confirmée par les travaux de Saker et al. (2014a) qui ont caractérisé 
biochimiquement les activités acétyl-transférase et benzoyl-transférase présentes dans l’extrait 
cellulaire de Sa. algeriensis.  
Récemment, un cluster de la voie de biosynthèse de la thiolutine (dtp) chez Sa. algeriensis a été 
proposé (Huang et al., 2015; Saker, 2013). Ce cluster comporterait treize gènes couvrant 
approximativement une région de 15,2 kb. Le cluster dtp montre des similarités avec le cluster de la 
voie de biosynthèse de l’holomycine chez S. clavuligerus (hml) proposé par Li and Walsh (2010) avec 
quelques réarrangements. Afin de confirmer l’implication du cluster dtp dans la biosynthèse des 
dithiolopyrrolones, l’expression hétérologue d’un plasmide contenant la totalité du cluster chez 
S. albus a été étudiée. La souche mutante s’est avérée incapable de produire la thiolutine par contre 
l’holomycine a été détectée dans le surnageant de culture (Huang et al., 2015). L’explication la plus 
probable serait que les gènes codant pour l’acylation des atomes d’azote en position 4 et 7 (figure 
.1.3), responsable de la diversité des dithiolopyrrolones produites par Sa. algeriensis, ne sont pas 
situés dans le cluster dtp. En effet, Saker et al. (2014b) ont identifié deux gènes ActA et ActB, par 
analyse bioinformatique, codant pour des acyl-transférases putatives. ActA présente 51% d’identité 
et 60% de similarité avec le gène hlmA codant pour une acyl-transférase chez S. clavuligerus (Li and 
Walsh, 2010). La séquence de ActB est totalement différente de celle de ActA, mais présente des 
homologies avec des gènes codant pour des acyl-transférases chez Streptomyces griseus (66%), 
Streptomymes albus (62%) et Streptomyces clavuligerus (60%), connus comme étant producteurs 
d’holomycine. Les auteurs ont étudié l’implication des gènes ActA et actB dans la synthèse des 
dithiolopyrrolones chez Sa. algeriensis en comparant l’expression de ces gènes à l’activité acyl-
transférase et à la production d’antibiotique. Leurs résultats suggèrent que les deux gènes seraient 
impliqués dans la biosynthèse des dithiolopyrrolones. Or, ces gènes ont été localisés dans une partie 
du génome de Sa. algeriensis distincte du cluster dtp (Huang et al., 2015). Il existe d’autres exemples 
pour lesquels un gène clé de la voie de biosynthèse d’un métabolite secondaire serait situé en dehors 
du cluster de gène principal (Awakawa et al., 2014; Scharf et al., 2014). 
Au cours de leur travail, Huang et al. (2015) ont également étudié l’acylation des atomes d’azote en 
position 4 et 7 par analyse enzymatique. Leurs résultats tendent à montrer que l’acylation de l’atome 
d’azote en position 7 serait un prérequis à l’acylation de l’atome d’azote en position 4 chez 
Sa. algeriensis, qui serait donc la dernière étape de la voie de biosynthèse de la thiolutine.  
I.1.II.3. Activité biologique des dithiolopyrrolones 
Les dithiolopyrrolones ont d’abord été isolées pour leurs propriétés antibiotiques. De manière 
générale, les dithiolopyrrolones sont très actives contre les bactéries à Gram positif, actives contre 
les champignons et les levures et moyennement actives contre les bactéries à Gram négatif. La 
thiolutine, une des premières dithiolopyrrolones caractérisées, présente un très large spectre 
d’action contre les bactéries à Gram positif et négatif, les protozoaire, les levures, les champignons 
pathogènes et également sur des lignées de cellules cancéreuses humaines (Jimenez et al., 1973; 
Lamari, 2006; Pelechano and Pérez-Ortín, 2008; Seneca et al., 1952; Tipper, 1973; Webster et al., 
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2000). L’holomycine, découverte quelques années plus tard, dispose du même profil antibactérien 
que la thiolutine. Ces deux composés ne diffèrent que par le groupement lié l’azote numéro 4 
(méthyl pour la thiolutine et un hydrogène pour l’holomycine, figure .1.4). Il est intéressant de noter 
que l’holomycine ne semble pas avoir de propriétés antifongiques contrairement à la thiolutine 
(Oliva et al., 2001). Ainsi, l’activité biologique des dithiolopyrrolones dépend des radicaux portés par 
le noyau (R1 et R2, figure .1.3). Au sein de la famille des pyrrothines (R1 = CH3 et R2 = variable, 
figure .1.4a), l’activité antimicrobienne s’avère également variable notamment au niveau de l’action 
antifongique (Lamari et al., 2002a; Merrouche et al., 2011, 2010) 
L’activité des dithiolopyrrolones ne se limite pas aux micro-organismes. Ainsi, les xénorhabdines ont 
aussi montré des propriétés larvicides (Cole and Rolinson, 1972) et insecticides (McInerney et al., 
1991). En outre, les dithiolopyrrolones peuvent exercer une action antiallergique (Stahl et al., 1988), 
et inhiber l’agrégation des plaquettes (Ninomiya et al., 1980). Enfin, l’activité anticancéreuse des 
dithiolopyrrolones et notamment de la thiolutine a été mise en évidence. Minamiguchi et al. (2001) 
ont rapporté la capacité de la thiolutine, l’auréothricine et la thioaurine à réduire l’adhésion des 
cellules endothéliales (HUVEC : Human umbilical vein endothelial cells) à la vitronectine. Parmi ces 
trois composés la thiolutine présente la meilleure activité. Par ailleurs  Abreu et al. (2014) ont mis en 
évidence l’inhibition de la croissance des cellules cancéreuses de la prostate par l’action de la 
thioaurine. Ce composé jouerait un rôle cytostatique et entrainerait l’apoptose des cellules 
cancéreuses. Les activités anticancéreuses comme les activités antimicrobiennes s’avèrent 
dépendantes de la nature des radicaux portés par le noyau pyrrothine. Ainsi, Li et al. (2007) ont 
montré que la présence d’un groupement aromatique sur l’azote en position numéro 4 et numéro 7 
(figure .1.3) entraîne une cytotoxicité accrue contre les cellules cancéreuses du sein (LCC6) et des 
poumons (H460).  
Malgré un fort potentiel thérapeutique, les données toxicologiques sur les dithiolopyrrolones sont 
peu abondantes dans la littérature. Notamment, les causes potentielles d’effets secondaires sont mal 
comprises. Leur utilisation à usage thérapeutique reste donc fortement limitée. 
I.1.III. Production des dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis            
NRRL B-24137  
I.1.III.1. Définition d’un milieu semi-synthétique 
Un milieu semi-synthétique standard a été mis au point pour l’étude physiologique de Sa. algeriensis 
et la modélisation de son comportement en fermenteur (Bouras, 2005; Lamari, 2006; Strub, 2008). 
Dans un premier temps, un milieu semi-synthétique (MS) a été proposé par Bouras (2005) et Lamari 
(2006). Sa composition est donnée dans les tableaux .2.2 et .2.3 du chapitre .2. Le milieu MS a, par 
la suite, été modifié par Strub (2008) afin de faciliter la mesure du poids sec de la biomasse. Ce milieu 
semi-synthétique standard (MSS) conserve la même composition que le milieu MS mais le carbonate 
de calcium a été remplacé par du MOPS (acide 3-(N-morpholino)-propansulfonique) et du chlorure 
de calcium (tableau .2.4 du chapitre .2). Le MOPS est utilisé à la place du carbonate de calcium car 
lors de la détermination du poids sec de biomasse, celle-ci est lavée avec une solution d’acide 
chlorhydrique. L’abaissement du pH qui en résulte provoque un déplacement de l’équilibre CO3
2-/CO2 
vers la production de dioxyde de carbone gazeux générant de la mousse. Pour les fortes 
concentrations en biomasse, la formation de mousse entraine la biomasse et fausse la mesure de 
cette dernière. 
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Ces milieux sont appelés semi-synthétiques car leur composition chimique n’est pas complètement 
définie. En effet ils contiennent une source nutritive complexe, l’extrait de levure, à hauteur de 2 g/L. 
Toutefois, l’absence totale d’extrait de levure ne permettant pas un développement de biomasse, il 
semblerait que la bactérie trouve dans cet extrait un ou plusieurs composés essentiels pour sa 
croissance. Strub et al. (2008) ont donc testé différents milieux synthétiques pour la croissance de 
Sa. algeriensis en substituant l’extrait de levure du milieu MSS tour à tour par des acides aminés, des 
bases azotées et des oligoéléments afin de déterminer une éventuelle auxotrophie. Toutefois, aucun 
des milieux testés ne s’est avéré soutenir une croissance aussi importante et rapide que celle 
obtenue sur le milieu MSS. Par conséquent, il a été choisi de mener les différentes études 
physiologiques sur un milieu semi-synthétique supplémenté en extrait de levure à une concentration 
de 2 g/L.  
I.1.III.2. Influence du milieu de culture sur la production des 
dithiolopyrrolones 
I.1.III.2.1. Influence du milieu de culture sur la production des 
métabolites secondaires par les actinomycètes 
Le milieu de culture utilisé pour la culture des bactéries filamenteuses a un impact important sur 
l’expression des clusters de gènes de biosynthèse des métabolites secondaires. Notamment les 
sources de carbone, d’azote et de phosphate affectent la production des métabolites secondaires 
(Goodfellow and Fiedler, 2010). 
I.1.III.2.1.1. Effet de la source de carbone 
Un des composés les plus importants du milieu de culture est la source de carbone qui est souvent 
également utilisée par le micro-organisme en tant que source d’énergie. Les sources de carbone 
rapidement assimilables comme le glucose ou le glycérol (pour des concentrations supérieures à 
10 g/L) ont un effet négatif sur la production de métabolites secondaires qui se trouve limitée à 
cause de la répression catabolique exercée par cette source de carbone (Sanchez et al., 2010). De 
manière à assurer une croissance suffisante du micro-organisme tout en optimisant la quantité de 
métabolites secondaires produite, deux sources de carbone peuvent être combinées, une source de 
carbone d’assimilation rapide et une source complexe. La première sera alors utilisée au cours de la 
croissance. Après épuisement de celle-ci, la seconde source de carbone permettra la production de 
métabolites secondaires pendant la phase stationnaire (Sanchez and Demain, 2002). Une dernière 
solution est d’amener le glucose progressivement via un procédé semi-continu (ou Fed-batch), ainsi 
la fermentation se déroule en conditions de limitation en carbone (Inoue et al., 2007).  
I.1.III.2.1.2. Effet de la source d’azote 
Les sources d’azote généralement utilisées dans les milieux de culture sont les ions ammonium, les 
acides aminés et dans une moindre mesure les nitrates. La production de métabolites secondaires 
est réprimée par les sources d’azote rapidement assimilables. Les sources d’azote complexes comme 
la farine de soja ou les acides aminés assimilés lentement (par exemple, la proline) semblent donc 
préférables pour la production de métabolites secondaires (Lebrihi et al., 1992; Sanchez and Demain, 
2002). Cependant, certains acides aminés peuvent également diminuer la production de métabolites 
secondaires(Untrau et al., 1994).  
L’effet négatif de l’ammonium sur la production des métabolites secondaires est généralement dû à 
un effet inhibiteur sur les enzymes de la voie de biosynthèse de ces métabolites. Ainsi, l’ajout 
d’intermédiaires de la voie de biosynthèse de la molécule d’intérêt dans le milieu de culture permet 
de pallier à cette inhibition (Lebrihi et al., 1992; Lounès et al., 1995). L’ajout dans le milieu d’un agent 
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comme le phosphate de magnésium ou la zéolite, piégeant l’ammonium, permet également 
d’augmenter le titre final en métabolites secondaires (Braña et al., 1985; Byrne and Greenstein, 
1986; Lounès et al., 1995; Omura and Tanaka, 1984; Park et al., 2007; Untrau et al., 1994; Wallace et 
al., 1990). Malgré un effet généralement négatif des ions ammonium, certaines études rapportent 
une amélioration de la production de métabolites secondaires par les ions ammonium pour des 
concentrations variant de 20 à 150 mM (Gesheva et al., 2005; Gonzalez et al., 1995; Inoue et al., 
1983; Lee et al., 1997).  
I.1.III.2.1.3. Effet de la source de phosphate 
La concentration en phosphate inorganique dans le milieu de culture a un grande influence sur la 
production de nombreux métabolites secondaires (Sanchez and Demain, 2002). De manière 
générale, la présence de phosphate dans le milieu de culture semble favoriser le métabolisme 
primaire. L’addition du phosphate en cours de production d’antibiotique entraine l’arrêt de la 
production et la reprise de la croissance (Martin and Demain, 1976). La biosynthèse de nombreux 
métabolites secondaires nécessite de faibles concentrations en phosphate (< 10 mM), en deçà de la 
concentration optimale pour la croissance (Martín, 1977). Toutefois, il existe des exceptions, par 
exemple, la production d’avermectine par S. avermitilis tolère des concentrations en phosphate 
allant jusqu’à 20 mM (Čurdová et al., 1989). Le phosphate peut également retarder le délai 
d’initiation de la synthèse des métabolites secondaires (Dekleva et al., 1985). 
I.1.III.2.1.4. Effet des oligoéléments 
Les oligoéléments tels que le fer, le magnésium, le cuivre, le cobalt, le manganèse, le molybdate, le 
calcium, le zinc, le chlore, et le nickel sont importants pour la croissance des micro-organismes à de 
faibles concentrations (de l’ordre de 10-7 M) mais peuvent également impacter le métabolisme 
secondaire. Le manganèse, le fer et le zinc sont les ions métalliques les plus importants pour la 
production des antibiotiques (Weinberg, 1970). Les mécanismes de régulation impliquant les 
oligoéléments sont peu connus. Toutefois, il est généralement supposé que leur effet est lié à leur 
implication dans la perméabilité de la paroi cellulaire ou leur rôle de cofacteur pour les activités 
enzymatiques (Kishimoto et al., 1997; Raza et al., 2010).  
I.1.III.2.2. Influence de la source de carbone sur la production des 
dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis NRRL B-24137 
La source de carbone peut avoir une influence significative sur la quantité de métabolites 
secondaires produite (cf. paragraphe I.1.III.2.1.1). Ainsi, Lamari (2006) a étudié l’effet de la source de 
carbone sur l’activité antibiotique de Sa. algeriensis en supplémentant le milieu semi-synthétique 
(MS) avec trois sources de carbone différentes : glucose (1%), dextrine (1%) et amidon (1%). Les 
activités antibactériennes et antifongiques sont plus importantes lorsque le milieu MS est 
supplémenté avec le glucose.  
Par la suite, Strub (2008) a étudié l’influence de la concentration en glucose contenu dans le milieu 
semi-synthétique standard (MSS) sur la production de thiolutine. Pour cela, quatre concentrations 
différentes en glucose (3, 5, 8 et 15 g/L) ont été testées. Les résultats obtenus mettent en évidence 
un effet répressif du glucose, source de carbone rapidement assimilable, sur la production de 
thiolutine.  
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I.1.III.2.3. Influence des acides aminés sur la production des 
dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis NRRL B-24137 
L’influence de l’ajout de 19 acides aminés à 5 mM et d’acide humique à 1 g/L sur la production 
spécifique des cinq dithiolopyrrolones produites sur milieu MS (thiolutine, senecioyl-pyrothine (SEP),                     
Tigloyl-pyrrothine (TIP), Isobutyryl-pyrrothine (ISP) et Butanoyl-pyrrothine (BUP)) a été étudiée par 
Bouras et al. (2006a) (figure .1.5). La production spécifique de thiolutine est favorisée par la 
supplémentation du milieu MS avec l’acide humique (18 fois), la cystine (16 fois) et dans une 
moindre mesure avec la proline (6 fois) et le glutamate (4 fois). Par contre, l’ajout d’arginine, 
d’asparagine, de cystéine, d’éthionine, de glutamine, de méthionine, de thréonine et de valine réduit 
considérablement la production de thiolutine. L’ajout d’acide 2,6 diaminopimélique (DAP) augmente 
la production spécifique d’ISP de près de 40 fois, la cystéine et la lysine montre également un effet 
positif en multipliant la quantité produite respectivement par 3 et 5. La production de BUP est 
largement amplifiée par l’addition d’acide humique (40 fois), de cystéine (21 fois), de proline (18 
fois), de DAP (6 fois), de glutamate (6 fois) et de lysine (5 fois). Enfin, la production de SEP et de TIP 
est favorisée par l’ajout d’acide humique (11 fois pour SEP et 8 fois pour TIP), le DAP (8 fois pour SEP 
et 7 fois pour TIP) et la proline (6 fois pour SEP et 3 fois pour TIP). Alors que l’addition d’acide 
humique ou de DAP a globalement un effet positif sur la production des dithiolopyrrolones chez 
Sa. algeriensis, certains acides aminés comme l’arginine, l’éthionine, la glutamine, la méthionine et la 
serine ont tendance à diminuer la production des cinq dithiolopyrrolones étudiées. 
 
Figure .1.5 : Effet de l'ajout des acides aminés et de l'acide humique sur la production spécifique des dithiolopyrrolones 
à 72 h de fermentation, la multiplication de la production spécifique est représentée (le témoin vaut 1),  
DAP : acide 2,6 diaminopimélique 
Bouras et al. (2006b) se sont également concentrés sur l’effet des acides aminés soufrés (cystéine, 
cystine, méthionine et éthionine) sur la production des dithioloppyrolones par Sa. algeriensis. Les 
acides aminés ont été ajoutés au milieu MS à différentes concentrations (1,25, 2,5, 5, 7,5 et 10 mM 
pour la méthionine et l’éthionine et 2, 5, 10, 20, 40 mM pour la cystéine et la cystine). Alors que 
l’ajout de méthionine et d’éthionine au milieu de culture inhibe fortement la production pour toute 
les concentrations testées, l’ajout de cystéine et de cystine semble avoir un effet positif. Toutefois, 
leur effet dépend de la concentration à laquelle ils sont ajoutés. Ainsi, la production spécifique de 
thiolutine est fortement augmentée (20 fois) par l’ajout de cystine à 5 mM, au-delà de cette 
concentration la production de thiolutine est fortement inhibée. A contrario, la cystéine a un effet 
négatif sur la production de thiolutine. La cystine à une concentration de 10 mM a également un 
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effet positif sur la production spécifique de SEP (10 fois), TIP (10 fois), ISP (2 fois) et de BUP (70 fois), 
cet effet est moindre à une concentration de 5 mM (figure .1.5). L’effet de l’ajout de cystéine reste 
faible pour la SEP et la TIP, mais augmente la production de ISP (3 fois à 5 mM) et de BUP (21 fois à 5 
mM). L’ajout de cystéine et de cystine à une concentration importante de 40 mM exerce un effet 
négatif sur la production spécifique des cinq dithiolopyrrolones qui pourrait être dû à l’inhibition ou à 
la répression d’une ou plusieurs enzymes de la voie de biosynthèse des dithiolopyrrolones. L’effet 
très variable de l’ajout de la cystéine et de la cystine selon la concentration et la dithiolopyrrolone 
considérée tend à montrer que ces acides aminés joueraient un rôle de régulation en tant que source 
de carbone et d’azote plutôt qu’un rôle de précurseur du noyau pyrrothine. 
I.1.III.2.4. Influence des acides organiques sur la production des 
dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis NRRL B-24137 
Une étape de la biosynthèse des dithiolopyrrolones serait l’acylation de l’azote n° 7 du noyau 
pyrrothine à partir d’acide organique activé sous forme d’acyl-CoA (cf. paragraphe I.1.II.2). Les acides 
organiques ajoutés dans le milieu de culture pourraient donc jouer un rôle de précurseurs potentiels 
des différents dérivés de dithiolopyrrolones. L’effet de l’ajout de différents acides organiques au 
milieu de culture a donc été étudié par Bouras et al. (2007). En tout, 90 acides organiques ont été 
testés à une concentration de 5 mM. L’influence de l’ajout des acides organiques est très variable 
suivant la dithiolopyrrolone considérée. Les acides organiques ayant montré un effet positif 
significatif sur la production des dithiolopyrrolones, présenté sur la figure .1.6, peuvent être 
découpés en deux grandes familles : 
 La première famille est composée des acides organiques favorisant la production de la 
dithiolopyrrolone correspondante c’est à dire dont le radical R2 porté par l’azote n°7 (figure 
.1.3) correspond à la chaine de l’acide organique. Il serait alors un précurseur direct de cette 
dithiolopyrrolone. 
 La deuxième famille se compose des acides organiques stimulant la production d’une 
dithiolopyrrolone ne correspondant pas à sa structure. Il n’est donc pas un précurseur direct 
de cette dithiolopyrrolone. 
 
Figure .1.6 : Effet positif de l'ajout de différents acides organiques sur la production spécifique des dithiolopyrrolones à 
72 h de fermentation, la multiplication de la production spécifique est représentée (le témoin vaut 1)  
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Parmi la première famille d’acides organiques, l’ajout d’acide butyrique permet de multiplier la 
production spécifique de BUP par 15 et l’ajout d’acide tiglique multiplie la production spécifique de 
TIP par 7. L’ajout d’acide acétique n’a par contre pas montré d’effet significatif sur la production de 
thiolutine. Dans ce cas, l’ajout de l’acide organique n’entraine pas l’augmentation de la production 
de la dithiolopyrrolone correspondante, ce qui témoigne de la complexité des systèmes 
enzymatiques impliqués dans la voie de biosynthèse des métabolites secondaires. L’acide iso-
butyrique et l’acide sénécioique n’ont quant à eux pas été testés lors de cette étude.  
Au sein de la seconde famille, on peut citer l’ajout d’acide sorbique et d’acide méthacrylique qui 
entrainent une multiplication de la production spécifique de BUP respectivement par 118 et 24, 
l’acide crotonique qui permet de multiplier la production d’ISP par 22 ou encore l’acide                        
4-bromobenzoïque et l’acide valérique qui multiplient la production de SEP respectivement par 21 et 
9. 
Par ailleurs, l’ajout de certains acides organiques tels que les acides oléique, pamoïque, 
benzenesulfonique, syringique, calconcarboxylique, deoxycholique, 2,4-dihydroxybenzoïque et 
ellagique défavorise fortement la production spécifique des dithiolopyrrolones. Cet effet négatif 
pourrait être dû à l’inhibition ou à la répression des enzymes du catabolisme de ces acides 
organiques, des enzymes de la voie de biosynthèse des dithiolopyrrolones ou encore à un effet 
toxique de ces acides organiques sur le micro-organisme. En effet, la croissance de Sa. algeriensis est 
également défavorisée par la supplémentation de ces acides organiques. 
I.1.III.3. Vers une production « à la carte » : Precursor-Directed-Biosynthesis  
Partant de l’observation selon laquelle l’ajout de certains acides organiques permet de favoriser 
nettement la production des dithiolopyrrolones correspondantes en agissant comme précurseur 
direct de cette dithiolopyrrolone, Bouras (2005) a testé l’influence de l’ajout de différents acides 
organiques sur la production de nouvelles dithiolopyrrolones. La biosynthèse est alors dirigée par 
l’ajout de précurseurs analogues dans le milieu de culture, ce procédé est appelé « Precursor-
Directed-Biosyntesis » (PDB). Le PDB tire avantage de la flexibilité des enzymes des voies de 
biosynthèse des métabolites d’intérêt qui utilisent des précurseurs analogues. Ainsi, 83 acides 
organiques et 20 acides aminés, à une concentration initiale de 5 mM, ont été testés conduisant à la 
production de 18 nouvelles molécules de la famille des dithiolopyrrolones. Parmi ces molécules, 
quatre ont été caractérisées, la valéryl-pyrrothine obtenue par l’ajout d’acide valérique, la benzoyl-
pyrrothine et la formoyl-pyrrothine obtenue à partir des acides benzoïque et cinnamique et la 
déméthyl-benzoyl-pyrrothine (benzoyl-holotine) produite en présence d’acide benzoïque (Bouras et 
al., 2008). Depuis, différents dérivés des dithiolopyrrolones ont été caractérisés à partir du 
surnageant de culture de Sa. algeriensis sur un milieu semi-synthétique liquide supplémenté par des 
acides organiques. Merrouche et al. (2010) ont mis en évidence la production d’iso-valéryl-pyrrothine 
et de formoyl-pyrrothine lorsque le milieu est supplémenté en acide valérique. Enfin, l’ajout d’acide 
sorbique a permis de produire la crotonyl-pyrrothine, la sorbyl-pyrrothine, la 2-hexonyl-pyrrothine et 
le 2-méthyl-3-pentenyl-pyrrothine (Merrouche et al., 2011).  
Toutefois, seules la benzoyl-pyrrothine, la déméthyl-benzoyl-pyrrothine, la valéryl-pyrrothine et la       
sorbyl-pyrrothine sont obtenues par l’ajout de l’acide organique correspondant comme précurseur 
direct. En effet, l’ajout de tous les acides organiques ne mène pas à la production de la 
dithiolopyrrolone correspondante. Cette observation montre les limites du procédé PDB, d’une part 
lié à flexibilité des enzymes de la voie de biosynthèse et d’autre part associé au catabolisme des 
précurseurs. Par exemple, la transformation du cinnamoyl-CoA en benzoyl-CoA chez Streptomyces 
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maritimus (Noda et al., 2012) permet d’expliquer que l’ajout d’acide cinnamique entraine la 
formation de benzoyl-pyrrothine mais pas de cinnamoyl-pyrrothine. De même l’ajout d’acide 
valérique entraine la production de valéryl-pyrrothine mais également d’isovaéryl-pyrrothine, de 
formoyl-pyrrothine et de SEP. 
I.1.III.4. Cinétique d’une fermentation de Sa. algeriensis NRRL B-24137 
Les données cinétiques de croissance de Sa. algeriensis en fermenteur sont décrites ici pour une 
fermentation sur milieu MSS supplémenté avec 20mM d’uracile en conditions dites standards pour 
les paramètres environnementaux (pH = 7, 30°C, 0,5 vvm et 150 rpm, Strub, 2008). Une fermentation 
de Sa. algeriensis peut être découpée en quatre phases déterminées grâce à l’évolution de la vitesse 
de production du dioxyde de carbone (figure .1.7). Les données expérimentales sont représentées 
sur la figure .1.8.  
 
Figure .1.7 : Vitesse de production du dioxyde de carbone au cours du temps en g/(L.h), d’après Strub (2008) 
(2 g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose et 20 mM d’uracile, conditions standards) 
 
Figure .1.8 : Données expérimentales d'une culture batch de Sa. algeriensis, d’après Strub (2008) 
(2 g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose et 20 mM d’uracile, conditions standards)  
La phase 1, qui dure environ 15h, est caractérisée par une augmentation de la vitesse de production 
du dioxyde de carbone. Elle correspond à une première phase de croissance avec consommation des 
acides aminés en tant que sources de carbone et d’azote et production d’ions ammonium qui serait 
due à la désamination d’une partie des acides aminés. Cette phase est suivie d’une phase de fort 
ralentissement de la croissance (phase 2) d’une durée d’environ 20h, caractérisée par une valeur 
constante de la vitesse de production de dioxyde de carbone. C’est au cours de cette phase que la 
majorité de la thiolutine est produite. Le ralentissement de la croissance semble provoqué par 
1 2 3 4
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l’épuisement des acides aminées consommés préférentiellement du mileu de cultutre (groupe 
d’assimilation 1). En effet, Strub (2008) a étudié les vitesses de consommation des acides aminés de 
l’extrait de levure séparément pendant les 40 premières heures de fermentation (figure .1.9). 
L’ensemble des acides aminés à l’exception de la leucine, de la lysine et de la proline sont totalement 
assimilés pendant les deux premières phases du développement de Sa. algeriensis. Les acides aminés 
aspartate et glutamate (groupe d’assimilation 1) sont totalement assimilés en moins de 13h. Les 
acides aminés du groupe d’assimilation 2 sont épuisés dès 17,3h de culture et ceux du groupe 3 dès 
24,5h. Après 42h, il reste 21% de leucine, 23% de lysine et 85% de proline (groupe d’assimilation 4).  
 
Figure .1.9 : Evolution des taux d'assimilation de chaque acides aminés du MSS, d'après Strub (2008) 
(2 g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose et 20 mM d’uracile, conditions standards) 
La phase 3 débute vers 40h de culture et s’étend jusqu’à environ 100h. La vitesse de production du 
dioxyde de carbone augmente à nouveau. Durant cette phase, une nouvelle production de biomasse 
est observée avec consommation du glucose en tant que source de carbone et des ions ammonium 
comme source d’azote. Au cours de cette phase, la thiolutine est dégradée, l’arrêt de la production 
semble correspondre à la reprise de la croissance sur glucose. Au-delà de 100h, l’épuisement des 
ions ammonium entraine un nouvel arrêt de la croissance. Le glucose est consommé pour fournir 
l’énergie nécessaire à la maintenance des cellules en produisant du dioxyde de carbone. On 
remarque également une légère production de thiolutine en fin de fermentation, surement 
provoquée par l’épuisement des ions ammonium.  
Sa. algeriensis présente, en culture batch sur milieu MSS, une croissance diauxique d’abord en 
consommant les acides aminés libres du milieu de culture puis le glucose et les ions ammonium. La 
thiolutine est produite pendant la phase 2 d’adaptation et en fin de fermentation après l’arrêt de la 
croissance sur glucose. La production de ce métabolite secondaire semble totalement découplée de 
la croissance. 
 
Groupe 1
Groupe 2
Groupe 3
Groupe 4
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I.1.III.5. Influence des paramètres environnementaux sur la production des 
métabolites secondaires chez les actinomycètes 
Actuellement, les efforts ont été portés sur l’étude de l’influence du milieu de culture sur la nature et 
la quantité de dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis (cf. paragraphes I.1.III.2 et I.1.III.3). Notamment 
l’étude des cinétiques de croissance et de production de thiolutine en fermenteur a été réalisée pour 
des conditions environnementales (température, pH, aération) fixées (cf. paragraphe I.1.III.4). Or, les 
actinomycètes produisent des métabolites secondaires en réponse à leur environnement. Un point 
essentiel est donc de comprendre comment les paramètres environnementaux influent sur la 
production des métabolites d’intérêt ainsi que sur la morphologie des actinomycètes (Krull et al., 
2013; Papagianni, 2004; Posch et al., 2013a; Whitaker, 1992).  
I.1.III.5.1 Influence de la morphologie  
En culture liquide, les actinomycètes se développent sous différentes formes telles que des filaments 
libres ou fragmentés, des amas de filaments, des pelotes hérissées, duveteuses ou allongées plus ou 
moins denses ou encore des agrégats (Braun and Vecht-Lifshitz, 1991; Whitaker, 1992). Or, la 
morphologie des actinomycètes influence le plus souvent directement ou indirectement leur 
productivité (Grimm et al., 2005; Manteca et al., 2008; van Dissel et al., 2014).  
D’une manière générale, les formes filamenteuses libres seraient plus propices aux productions 
industrielles (van Wezel et al., 2006). Toutefois, il semblerait que le lien entre morphologie et 
productivité soit fortement dépendant de la souche étudiée. Par exemple, la production 
d’avermycine par S. avermitilis, de geldanamycine par S. hygroscopicus ou encore de tylosine par 
S. fradiae est favorisée par une morphologie sous forme de pelotes petites et denses (Dobson et al., 
2008; Tamura et al., 1997; Yin et al., 2008).  
En fermenteur, dans les conditions testées, Sa. algeriensis se développe sous forme de pelotes 
pouvant aller jusqu’à 400 µm de diamètre (Strub, 2008).  
I.1.III.5.2 Influence de l’inoculum  
Premièrement, l’inoculum peut affecter la croissance et la production des métabolites secondaires, 
trois paramètres sont à prendre en compte :  
 la nature de l’inoculum c’est à dire l’inoculation de spores ou de cellules végétatives (El-
Enshasy et al., 2000; Elibol et al., 1995; Fazeli et al., 1995),  
 le taux d’ensemencement (Dobson et al., 2008; El-Enshasy et al., 2000; Manteca et al., 2008; 
Vecht-Lifshitz et al., 1990), 
 dans le cas de l’inoculation de cellules végétatives, l’âge de la préculture (Choi et al., 2007; El-
Enshasy et al., 2000). Les cellules inoculées sont généralement dans une phase de croissance 
exponentielle. 
I.1.III.5.3 Influence du pH  
Le pH est également un paramètre important qui peut affecter la croissance, la morphologie des 
micro-organismes filamenteux ainsi que la production de métabolites secondaires. Le pH impacte 
notamment, la solubilité des espèces en solution, le transport des nutriments à l’intérieur de la 
cellule, les réactions enzymatiques ainsi que les phénomènes de surface en modifiant la 
configuration des sites actifs de la paroi cellulaire (Papagianni, 2004). Généralement le pH optimal 
pour la croissance et la production de métabolites secondaires est différent. Dans cette optique, ces 
dernières années, des stratégies de modification du pH en cours de fermentation ont été adoptées. 
Dans un premier temps, le pH est maintenu optimal pour la croissance (ou non contrôlé) puis la 
consigne est modifiée à une valeur optimale pour la production du métabolite d’intérêt (Lee et al., 
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2002; Mao et al., 2009; Yen et al., 2013). Dans certain cas, le pH peut influer directement sur la 
nature des métabolites produits. Ainsi, Elibol (2002) a montré que la régulation du pH à une valeur 
7,2 au cours de la fermentation de cellule immobilisées de S. coelicolor conduit à la production 
d’undécylprodigiosine alors que lorsque le pH (initialement ajusté à 6,5) est non contrôlé seule 
l’actinomycine est produite.  
I.1.III.5.4 Influence de la température  
Il est communément admis que l’augmentation de la température, sur la plage admissible de 
température pour la croissance des micro-organismes, entraine une augmentation du taux de 
croissance impactant sur les besoins en nutriment. La température a également un impact sur 
d’autres paramètres environnementaux, ainsi la solubilité de l’oxygène dans l’eau diminue lorsque la 
température augmente (Papagianni, 2004). Une augmentation de température peut entrainer une 
réaction spécifique du métabolisme. Par exemple, un choc thermique à 42°C pendant 1h permet 
d’induire la production de jadomycine B chez S. venezualae (Doull et al., 1993). Enfin, la morphologie 
des actinomycètes peut également être impactée par la température (Kim and Hancock, 2000; 
Vecht-Lifshitz et al., 1990).  
I.1.III.5.5 Influence de l’agitation et de l’oxygène dissous  
Enfin, l’hydrodynamique du fermenteur joue également un rôle important quant à la production des 
métabolites secondaire par les actinomycètes. La vitesse d’agitation influe sur la croissance et la 
production de métabolites secondaires par son effet sur le transfert des nutriments, la morphologie 
des micro-organismes et la concentration en dioxygène dissous. Ces paramètres sont fortement 
interconnectés les uns aux autres (figure .1.10), il est donc difficile d’étudier les réponses 
physiologiques à la variation d’un seul de ces paramètres (Olmos et al., 2012). 
 
Figure .1.10 : Interconnexion des paramètres relatifs à l'hydrodynamique du fermenteur, d'après Olmos et al. (2012) 
L’augmentation de la vitesse d’agitation entraine un accroissement des forces de cisaillement au sein 
du réacteur provoquant des dommages sur les cellules et une fragmentation du mycélium. Ainsi, une 
agitation importante aura tendance à favoriser des pelotes petites et denses (Ohta et al., 1995; 
Tough and Prosser, 1996) voire, au-delà d’une vitesse critique, les formes dispersées (Tamura et al., 
1997) Toutefois, l’effet de la vitesse d’agitation sur la morphologie peut varier selon le milieu de 
culture utilisé et l’état physiologique du micro-organisme (Jüsten et al., 1998; Roubos et al., 2001).  
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La concentration en oxygène dissous est directement liée à la vitesse d’agitation. C’est pourquoi, la 
stratégie communément employée pour assurer une teneur en oxygène dissous suffisante pour la 
croissance des micro-organismes consiste à définir une cascade d’agitation avec un débit d’entrée de 
gaz constant (Roubos et al., 2001; Shioya et al., 1999). L’oxygène dissous est un facteur clé lors de la 
fermentation des micro-organisme filamenteux car il affecte la croissance, la morphologie et le 
métabolisme secondaire (Olmos et al., 2012). Ainsi, il a été montré que la production de métabolites 
secondaires est généralement favorisée par une concentration importante en oxygène dissous 
(Martins et al., 2004; Rollins et al., 1988; Shioya et al., 1999; Yegneswaran et al., 1991; Yin et al., 
2008). L’oxygène agirait directement sur l’activité des enzymes de la voie de biosynthèse des 
métabolites secondaires (Chen and Wilde, 1991; Rollins et al., 1991). Au niveau morphologique, une 
teneur élevée en oxygène dissous favorise la formation de pelotes alors que la formation de 
filaments sera encouragée par une faible concentration en oxygène dissout (Braun and Vecht-Lifshitz, 
1991; Vecht-Lifshitz et al., 1990; Yin et al., 2008) 
I.1.III.5.6 Conclusion 
L’augmentation des rendements et la reproductibilité de la production des métabolites d’intérêt sont 
les points cruciaux des procédés de biotransformation industriels. Ainsi, l’optimisation du procédé 
permet de déterminer les conditions de culture optimales pour la production de la molécule 
souhaitée. Les conditions environnementales, notamment l’aération et l’agitation, ainsi que le suivi 
et le contrôle du procédé sont des paramètres critiques lors du transfert à l’échelle industrielle. En 
effet, les conditions environnementales jouent un rôle majeur sur la régulation du métabolisme des 
micro-organismes notamment, sur le métabolisme secondaire, un phénomène complexe et 
hautement régulé, faisant intervenir un grand nombre de mécanismes cellulaires.  
Toutefois, l’étude de l’impact de ces différents paramètres environnementaux tels que la 
composition du milieu de culture, la température, le pH, l’inoculum et l’hydrodynamique au sein du 
fermenteur reste difficile du fait de leur interdépendance les uns aux autres. De plus, la réponse 
physiologique aux stress nutritionnels et environnementaux dépend de la souche étudiée, il est donc 
impossible de proposer des lois générales sur l’effet de ces paramètres sur la production des 
métabolites secondaires. 
I.1.IV. Conclusion 
Les actinomycètes sont une source extrêmement vaste de molécules bioactives. Parmi ces bactéries, 
Sa. algeriensis NRRL B-24137 produit une grande diversité de molécules de la famille des 
dithiolopyrrolones présentant des activités antibactériennes, antifongiques, insecticides et larvicides 
mais également anti-tumorales et antiallergiques. A ce jour, Sa. algeriensis NRRL B-24137 a 
démontré une étonnante capacité à produire de nombreuses dithiolopyrrolones et à adapter sa 
production en fonction de la composition du milieu de culture notamment par l’ajout d’acides 
organiques. Elle est la seule bactérie capable de produire in vivo une telle diversité de 
dithiolopyrrolones. Toutefois, les études existantes sur Sa. algeriensis restent peu nombreuses et se 
focalisent sur l’analyse de l’influence du milieu de culture sur la production des dithiolopyrrolones. 
Les cultures réalisées en fermenteur apportent des réponses quant aux cinétiques réactionnelles de 
croissance et de production de la thiolutine dans les conditions dites standards mais il existe un 
manque de données quant aux réponses physiologiques du micro-organisme aux différents stress 
environnementaux. 
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Matériel et Méthodes 
I.2.I. Micro-organisme 
Le micro-organisme étudié est la souche Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137, également déposée 
dans la collection DSM sous le numéro 44581. Elle a été isolée à partir d’un échantillon de sol de la 
palmeraie d’Adrar en Algérie (Boudjella, 1994).  
I.2.II. Milieux de culture 
I.2.II.1. Milieu de sporulation : ISP2 (International Streptomyces Project 2) 
Le milieu ISP2 est un milieu solide, préconisé par Shirling and Gottlieb (1966) pour la croissance et la 
sporulation des actinomycètes. Ce milieu est utilisé notamment pour la conservation de la souche 
bactérienne sous forme de spores en cryotubes. La composition du milieu est présentée dans le 
tableau .2.1. Le pH du milieu est ajusté à 7 à l’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium (2N) avant 
d’être autoclavé à 121°C pendant 20 min. 
Tableau .2.1 : Composition d'un litre de milieu gélosé ISP2 
Extrait de Levure 4 g 
Extrait de malt 10 g 
D-glucose (anhydre) 4 g 
Agar 18 g 
Eau 1000 mL 
I.2.II.2. Milieu semi-synthétique (MS) 
Les pré-cultures en Erlenmeyer sont réalisées sur un milieu semi-synthétique (MS) mis au point dans 
le laboratoire pour la croissance de Sa. algeriensis et la production de dithiolopyrrolones 
(Bouras, 2005). Le milieu est préparé en deux parties distinctes : une solution A de glucose (tableau 
.2.2) et une solution B contenant les sels et l’extrait de levure (tableau .2.3). Le pH de cette seconde 
solution est ajusté à 7 à l’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium (2N) avant l’ajout du carbonate 
de calcium. Les deux solutions sont autoclavées séparément à 121°C pendant 20 min. Après 
stérilisation, la solution A est ajoutée à la solution B dans les proportions 1:9 (v/v).  
Tableau .2.2 : Composition d'un litre de solution A, milieu MS 
D-glucose (anhydre) 150 g 
Eau distillée 1000 mL 
 
Tableau .2.3 : Composition d'un litre de solution B, milieu MS 
(NH4)2SO4 2 g 
NaCl 2 g 
KH2PO4 0,5 g 
K2HPO4 1 g 
MgSO4,7H2O 0,2 g 
Extrait de Levure 2 g 
CaCO3 5 g 
Eau distillée 1000 mL 
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I.2.II.3. Milieu semi-synthétique standard (MSS) 
Le MSS, utilisé pour les cultures en fermenteur, est préparé en deux parties distinctes : une solution 
A de glucose (tableau .2.2) et une solution B contenant les sels et l’extrait de levure (tableau .2.4). 
Dans la solution B du MSS, le carbonate de calcium du MS est remplacé par un autre composé 
tampon : le MOPS (acide 3-(N-morpholino)-propansulfonique) introduit par Good and Izawa (1972). 
Afin de respecter la quantité molaire de calcium dans le milieu de culture, du chlorure de calcium 
(CaCl2) est ajouté. Le pH est ajusté après l’autoclavage grâce au système de régulation du pH des 
fermenteurs. Les deux solutions sont autoclavées séparément à 121°C pendant 20 min. Après 
stérilisation, la solution A est ajoutée à la solution B dans les proportions 1:9 (v/v).  
Tableau .2.4 : Composition d'un litre de solution B, milieu MSS 
(NH4)2SO4 2 g 
NaCl 2 g 
KH2PO4 0,5 g 
K2HPO4 1 g 
MgSO4,7H2O 0,2 g 
Extrait de Levure 2 g 
CaCl2 1 g 
MOPS 2 g 
Eau distillée 1000 mL 
 
I.2.II.4. Composition de l’extrait de levure 
L’extrait de levure est une source multiple de carbone et d’azote pour le micro-organisme (peptides 
de différentes tailles, acides aminés libres, glucides, vitamines, minéraux, etc.). Sa composition 
dépend fortement du procédé de fabrication et notamment du milieu de culture des levures, des 
conditions opératoires et de lyse des cellules. C’est pourquoi l’extrait de levure choisi ne doit pas être 
modifié en cours d’étude. L’extrait de levure sélectionné est le BactoTM Yeast Extract, Technical 
(référence 288620), deux lots différents ont été utilisés pour les expériences selon qu’elles aient été 
réalisées par Strub (2008) (lot 6222090) ou au cours de ce travail de thèse (lot 1311892). Il a été 
partiellement caractérisé par notre laboratoire (Strub, 2008) : sa composition élémentaire, les 
concentrations en éléments chimiques et en acides aminés libres sont présentées dans les tableaux 
.2.5 et .2.6. La méthode analytique de détermination de la composition élémentaire de l’extrait de 
levure est décrite au paragraphe I.2.V.6.  
Tableau .2.5 : Composition élémentaire en mole de l'extrait de levure Bacto
TM
 Yeast Extract, Technical (Strub, 2008) 
C 3,32 
H 6,54 
O 2,17 
N 0,79 
Masse molaire  92,16 g/mol 
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Tableau .2.6 : Composition en acides aminés et en éléments chimiques de l'extrait de levure Bacto
TM
 Yeast Extract, 
Technical (Strub, 2008) 
Acide aminé 
Quantité d’acide aminé dans l’extrait 
de levure Elément 
chimique 
Quantité dans 
l’extrait de levure 
(µg / gExtrait de levure) 
(µmolacides aminés / 
gExtrait de levure) 
(mgacides aminés / 
gExtrait de levure) 
Alanine 415,42 37,01 Aluiminium 276 
Arginine 108,94 18,98 Baryum 1 
Asparagine 107,87 14,25 Bérylium 2 
Aspartate 141,63 18,85 Bore 41 
Cystéine 30,18 3,66 Calcium 935 
Glutamate 119,42 17,57 Cobalt 5 
Glutamine 4,21 0,62 Fer 117 
Glycine 203,53 15,28 Magnésium 802 
Histidine 46,55 7,22 Manganèse 3 
Isoleucine 164,36 21,56 Phosphate 9751 
Leucine 311,44 40,85 Plomb 4 
Lysine 156,40 22,86 Potassium 73542 
Méthionine 51,20 7,64 Sodium 1526 
Phénylalanine 140,04 23,13 Soufre 36877 
Proline 41,57 4,79 Tungstène 222 
Serine 199,94 21,01 Vanadium 66 
Thréonine 143,73 17,12 Zinc 286 
Tryptophane 14,91 3,04 Zirconium 1 
Tyrosine 31,84 5,77   
Valine 236,31 27,68   
Total 2669,44 328,89   
 
D’après la composition en acides aminés (tableau .2.6), ces derniers représenteraient 33% massique 
de la composition de l’extrait de levure, ce qui correspond à la quantité typique observée dans les 
extraits de levure (Sommer, 1998). La quantité de polysaccharide (glucose) n’est pas mesurée, la 
quantité théorique serait en moyenne de 5% massique d’après Sommer (1998). 
I.2.III. Conservation de la souche 
La souche est stockée sous la forme d’une suspension de spores, conservée à -20 °C dans une 
solution de glycérol à 25 % (v/v) dans l’ISP2, préparé selon la méthode suivante.  
I.2.III.1. Production des spores 
Les boites de Pétri, contenant environ 30 mL de milieu ISP2, sont ensemencées à partir de 100 µL de 
stock « mère » en cryotube. La suspension est étalée à l’aide d’un râteau stérile, puis les boites sont 
incubées à 30°C pendant 7 jours. Toutes les 24h, une vérification visuelle permet de s’assurer de 
l’absence de contaminant.  
Après 7 jours d’incubation, 5 mL d’eau distillée stérile (autoclavée pendant 20 min à 121°C) sont 
ajoutés dans les boites de Pétri. Le tapis bactérien est gratté à l’aide d’un râteau stérile de manière à 
mettre les spores en suspension. Cette suspension est récupérée à l’aide d’une pipette stérile puis 
filtrée afin d’éliminer le mycélium résiduel et ne conserver que les spores. La suspension est ensuite 
centrifugée à 10 000 g et 4°C pendant 10 minutes. Le culot est repris dans 3 mL d’une solution de 
glycérol à 25% (v/v) dans l’ISP2 (autoclavée à 121°C pendant 20 minutes). Cette suspension de spores 
est répartie dans deux cryotubes de 1,8 mL. 
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I.2.III.2. Dénombrement et constitution de la banque de spores 
Un dénombrement est réalisé, par dilution successive au 1/10, dans de l’eau physiologique (0,9% 
(w/v) de NaCl). Les dilutions 10-4 à 10-10 sont utilisées pour ensemencer les boites de Pétri contenant 
du milieu ISP2 (deux boites par dilution). Les boites sont inoculées avec 100 µL de suspension étalés à 
l’aide d’un râteau stérile, puis elles sont incubées à 30°C. Après 7 jours d’incubation, les colonies sont 
dénombrées sur les boîtes comportant de 30 à 300 colonies.  
La suspension mère de spores est ensuite diluée dans la solution de glycérol à 25% (v/v), de manière 
à obtenir une concentration finale de spores de 4.108 spores/mL. Cette suspension de spores est 
répartie dans des cryotubes de 1,8 mL.  
I.2.IV. Conditions de culture 
I.2.IV.1. Pré-culture en Erlenmeyer 
Les pré-cultures sont effectuées dans des Erlenmeyers de 500 mL contenant 100 mL de milieu MS 
(soit 20% volume liquide/volume total). Chaque Erlenmeyer est inoculé avec 300 µL de suspension de 
spores donnant une concentration initiale de 1,2.106 spores/mL. Les pré-cultures sont ensuite 
incubées à 30°C sous une agitation orbitale de 250 rpm pendant 48h. 
I.2.IV.2. Culture en fermenteur 
I.2.IV.2.1. Description des fermenteurs BioFlo 110 (New Brunswick 
Scientific Co., Inc.) 
Les cultures sont réalisées dans quatre fermenteurs BioFlo 110 (New Brunswick Scientific Co., Inc.) de 
2L de volume utile, équipés de différents modules (figures .2.1 et .2.2).  
 L’arbre d’agitation est composé de deux turbines de type Rushton d’un diamètre de 5 cm. 
L’arbre est connecté par accouplement magnétique à un moteur d’agitation de type 
Magmator. Des contre-pales sont placées à l’intérieur du fermenteur afin d’éviter la 
formation d’un flux tangentiel sous forme de vortex. 
 La température à l’intérieur du fermenteur est mesurée à l’aide d’un thermocouple 
métallique placé dans un doigt de gant. Le système de régulation est composé d’une 
couverture chauffante et d’une électrovanne contrôlant la circulation du liquide de 
refroidissement dans un serpentin plongeant dans le réacteur. 
 La canne de prélèvement plonge au fond du réacteur. Elle est reliée à une seringue 
permettant de réaliser des prélèvements de manière stérile par aspiration, l’environnement 
aseptique est assuré par un bec Bunsen. 
 Le dispositif d’aération comporte un débitmètre massique (Brooks Instrument, modèle 
5850TR), un filtre à gaz stérilisable en entrée du fermenteur relié à une canne d’aération 
(diffuseur) plongeant au fond du réacteur sous la turbine basse. 
 Une sonde stérilisable (Mettler Toledo) permet de mesurer la pression partielle en oxygène 
dissous. Le résultat est donné en pourcentage de la saturation du milieu liquide en oxygène 
dissous. La pression partielle en oxygène dissous peut être régulée automatiquement via une 
cascade d’agitation et manuellement par l’augmentation du débit d’air en entrée du 
fermenteur. 
 Le pH du milieu est mesuré par une sonde à immersion stérilisable (Mettler Toledo). Le pH 
est contrôlé par un système stérile d’ajout de solutions acide et basique à l’aide de pompes 
péristaltiques.  
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 Un condenseur à eau est placé à la sortie du fermenteur pour éviter des pertes importantes 
de produits volatils durant les fermentations. La sortie est reliée à un analyseur de gaz 
(Servomex, Xentra 4100). Ce dernier permet la mesure des fractions molaires en dioxygène 
et en dioxyde de carbone dans le gaz de sortie du fermenteur. Avant analyse le gaz est séché 
par un déshumidificateur à effet Peltier. Ensuite, le dioxyde de carbone est dosé par 
infrarouge et un analyseur paramagnétique est utilisé pour quantifier le dioxygène.  
Les fermenteurs sont reliés à une unité de commande contrôlée par le logiciel BioCommand Plus 
(Bioprocessing Software, New Brunswick Scientific Co., Inc.). Cette unité permet le contrôle et 
l’acquisition simultanés des données de quatre fermenteurs et de l’analyseur de gaz. 
 
Figure .2.1 : Schéma des fermenteurs BioFlo 110 (New Brunswick Scientific Co., Inc.) 
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Figure .2.2 : Fermentation batch de Sa. algeriensis dans un fermenteur BioFlo 110 (New Brunswick Scientific Co., Inc.), 
photo personnelle 
I.2.IV.2.2. Conditions de fermentation standards 
Les fermenteurs sont inoculés avec un volume de préculture égal à 5% du volume utile soit 100 mL 
de préculture dans 2L de milieu. Dans les conditions standards, la température est régulée à 30°C et 
le pH est maintenu à 7 par ajout d’acide acétique (1N) et d’hydroxyde de sodium (2N). L’agitation 
initiale est fixée à 150 rpm et le débit d’air en entrée du fermenteur à 0,5 vvm (soit 1L d’air par 
minute). Le pourcentage d’oxygène dissous est maintenu à un minimum de 30% de la saturation par 
une cascade sur l’agitation entre 150 et 250 rpm. Si l’augmentation de l’agitation ne permet pas de 
maintenir l’oxygène dissous à 30%, le débit d’air en entrée du fermenteur est augmenté jusqu’à une 
valeur maximale de 1 vvm (soit 2L d’air par minute). Pratiquement, le débit d’air n’a été augmenté 
manuellement que pour l’expérience CL-35°C. Afin de limiter la formation de mousse, un agent 
antimousse (Rhodorsil 426R) est ajouté en cours de fermentation à environ 50h de culture (environ 
10 gouttes). 
I.2.IV.2.3. Prélèvement des échantillons 
Des échantillons de 20 mL sont effectués grâce au système de prélèvement du fermenteur afin de 
suivre les cinétiques de croissance, de consommation des substrats et de production de la thiolutine. 
Chaque échantillon est immédiatement centrifugé à 10 000 g et à 4°C pendant 15 minutes afin de 
séparer le surnageant de la biomasse. Le surnageant est ensuite stocké à -20°C dans l’attente des 
analyses. La biomasse est quantifiée selon la méthode décrite au paragraphe I.2.V.1. 
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I.2.IV.3. Présentation des expériences réalisées en fermenteur 
Les expériences de la base de données utilisée pour la construction du modèle du comportement de 
Sa. algeriensis peuvent être réparties en deux groupes. Le premier groupe correspond aux 
expériences réalisées par Strub (2008), elles sont nommées par un identifiant commençant par   
« CS- ». Le deuxième groupe comprend les expériences réalisées lors de ce travail de thèse et sont 
intitulées par un identifiant commençant par « CL- ». L’ensemble des expériences et leurs conditions 
expérimentales sont présentées dans le tableau .2.7. Pour les expériences avec un pulse d’extrait de 
levure, la quantité d’extrait de levure ajoutée par le pulse est dimensionnée pour que la 
concentration ajoutée finale dans le fermenteur soit de 1, 2 ou 2,5 g/L et que le volume final après le 
pulse soit de 2L.  
Tableau .2.7 : Récapitulatif des expériences de la base de données et de leurs conditions de culture, EXL : extrait de 
levure 
Expérience Concentrations initiales Température 
en °C 
Remarque 
EXL 
en g/L 
Glu 
en g/L 
NH4
+ 
en g/L de 
(NH4)2SO4 
CS-1EXL 1 25 2 30 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CS-1NH3 2 15 1 30 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CS-4EXL 4 15 2 30 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CS-3Glu 2 3 2 30 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CS-5Glu 2 5 2 30 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CS-8Glu 2 8 2 30 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CS-0,5EXL+5Glu 0,5 5 2 30 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CL-2EXL 2 15 2 30 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CL-0,5NH3 2 15 0,5 30 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CL-pulse 
2 à 
t=0h 
15 2 30 
Réalisation d’un pulse d’EXL de 1 g/L à 50 
h de culture et d’un second pulse d’EXL 
de 2 g/L à 167h de culture. 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CL-pulsebis 
2 à 
t=0h 
15 2 30 
Réalisation d’un pulse d’EXL de 2,5 g/L à 
50 h de culture. 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CL-25°C 2 15 2 25 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CL-35°C 2 15 2 35 
Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
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I.2.V. Méthodes analytiques 
I.2.V.1. Quantification de la biomasse par mesure du poids sec 
La mesure du poids sec consiste à peser la quantité de biomasse déshydratée contenue dans un 
volume connu. Le culot bactérien, obtenu après séparation de la biomasse et du surnageant de 
culture, est lavé quatre fois par centrifugation en utilisant une solution d’acide chlorhydrique à 
0,35 M (deux lavages) afin d’éliminer les éléments solubles à pH acide, puis une solution d’hydroxyde 
de sodium à 0,25 M afin d’éliminer les éléments solubles à pH basique et enfin de l’eau distillée 
(cf. paragraphe I.3.I.2.2.2.2). La biomasse lavée est placée dans un ou plusieurs tubes Eppendorf, qui 
ont préalablement été séchés pendant 48h à 105°C sous vide, refroidis dans un dessiccateur et pesés 
individuellement (Pi en g). Les tubes Eppendorf contenant le culot bactérien sont séchés à 105°C sous 
vide pendant 48h, refroidis dans un dessiccateur et pesés individuellement (Pf en g). Le poids sec (PS) 
est déterminé par différence de pesée, suivant l’équation .2.5.1. Le résultat est donné en g/L. 
𝑃𝑆 =
𝑃𝑓−𝑃𝑖
𝑉𝑝
             (.2.5.1) 
Où Vp est le volume de prélèvement en L (Vp  0,02L). 
L’erreur sur la mesure de la biomasse prend en compte l’erreur sur la mesure du volume de 
l’échantillon et l’erreur sur la pesée des tubes Eppendorf vides et des tubes Eppendorf contenant la 
biomasse. Cette erreur dépend du nombre de tubes Eppendorf utilisés pour la mesure du poids sec 
et donc de la quantité de biomasse dans l’échantillon (tableau .2.8). L’erreur de mesure moyenne 
sur la biomasse est de 5,6%. 
Tableau .2.8 : Erreur de mesure sur la concentration en biomasse en fonction de la quantité de biomasse dans 
l'échantillon 
[Biomasse]  
(g/L) 
Nombre de tubes 
Eppendorfs 
Erreur de mesure  
(%) 
0-0,5 1 12,2 
0,5-0,8 2 3,7 
0,8-2,0 3 3,5 
Plus de 2,0 4 3,1 
 
I.2.V.2. Dosage de l’azote α-aminé 
En milieu basique, l’azote des groupements aminés primaires réagit avec l’o-phthalaldéhyde (OPA) 
en présence de N-acétyl-L-cystéine (NAC) pour former des dérivés isoindole quantifiables à une 
longueur d’onde de 340 nm (figure .2.3). La quantité de dérivés d’isoindole formés par cette 
réaction est proportionnelle à la quantité d’azote α-aminé. Le dosage est effectué pour les 
prélèvements des expériences en CL-X avec le kit commercial Megazyme K-PANOPA distribué par 
Libios SARL. Le dosage est linéaire dans une gamme de concentration allant de 4 à 200 mg/L. Le seuil 
de détection est de 2,5 mg/L.  
L’erreur de mesure prend en compte l’erreur de dilution de l’échantillon, la précision du 
spectrophotomètre et l’erreur de mesure du kit utilisé qui a été déterminée par la répétition à cinq 
reprises du dosage de quatre échantillons de concentration connue. L’erreur de mesure sur le dosage 
de l’azote α-aminé est de 5,0%. 
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Figure .2.3 : Réaction de la formation de dérivés isoindole par la réaction des acides aminés primaires avec l'OPA en 
présence de NAC (Aubrey, 2008) 
I.2.V.3. Dosage des ions ammonium 
En présence de l’enzyme glutamate déshydrogénase (GLDH) et de nicotinamide-adénine-
dinucléotide (NADH,H+), l’azote ammoniacal (NH4
+) et le 2-oxoglutamate sont transformés en              
L-glutamate (figure .2.4). 
 
Figure .2.4 : Réaction de formation du L-glutamate à partir du 2-oxoglutamate et de l'azote ammoniacal 
La quantité d’azote ammoniacal transformée est proportionnelle à la quantité de NADH,H+ oxydée en 
NAD+. La quantification du NADH,H+ oxydé est basée sur la mesure de la diminution de l’absorbance 
de la solution à 340 nm. Le dosage est effectué avec le kit commercial r-Biopharm, EnzytecTM Fluid 
Ammonia n°5390. Le dosage est linéaire dans une gamme de concentrations allant de 10 à 70 mg/L. 
Le seuil de détection est de 0,3 mg/L.  
L’erreur de mesure prend en compte l’erreur de dilution de l’échantillon, la précision du 
spectrophotomètre et l’erreur de mesure du kit utilisé qui a été déterminée par la répétition à cinq 
reprises du dosage de quatre échantillons de concentration connue. L’erreur de mesure sur le dosage 
de l’azote ammoniacal est de 4,4%. 
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I.2.V.4. Dosage du glucose 
I.2.V.4.1. Méthode enzymatique 
Le glucose est quantifié par méthode enzymatique avec un appareil automatique (YSI modèle 2700, 
Yellow Spring Instrument Inc.). L’YSI utilise une enzyme, la glucose-oxydase (GOx), immobilisée sur 
une membrane couplée à une sonde électrochimique. L’enzyme catalyse l’oxydation du glucose en 
glucono--lactone en libérant du peroxyde d’hydrogène (H2O2, figure .2.5). La réaction d’oxydation 
du peroxyde d’hydrogène via une anode de platine libère alors un flux d’électrons proportionnel à la 
concentration en glucose de la solution dosée (figure .2.6).  
 
Figure .2.5 : Réaction de formation du glucono-δ-lactone et du peroxyde d'hydrogène par oxydation du glucose par le 
dioxygène 
 
Figure .2.6 : Réaction d'oxydation du peroxyde d'hydrogène par l'anode de platine 
Le dosage du glucose est linéaire dans une gamme de concentrations comprises entre 0,1 et 25 g/L, 
pour un étalonnage avec une solution de glucose à 25 g/L. L’erreur de mesure est déterminée par la 
répétition à cinq reprises du dosage de cinq échantillons de concentration connue. Cette erreur est 
de 4,3% pour un étalonnage avec une solution standard de 25 g/L de glucose. 
I.2.V.4.2. Dosage par HPLC 
Afin de valider les résultats obtenus par la méthode enzymatique, les échantillons ont également été 
analysés par chromatographie liquide à haute performance (HPLC). Le système utilisé est composé 
d’un système de pompe Waters M45 et d’un réfractomètre Waters 410 relié à une imprimante Kipp 
& Zonen. 
I.2.V.4.2.1. Préparation des échantillons 
Avant d’être analysés, les échantillons doivent être déféqués. Pour cela, 800 µL de surnageant de 
culture sont ajoutés à 100 µL d’une solution d’hydroxyde de baryum (Ba(OH)2) à saturation et à 
100 µL d’une solution de sulfate de zinc (Zn(SO4)2) à 5% (w/w). Cette solution est centrifugée à 
10 000 g et à 4°C pendant 10 minutes. Le surnageant est récupéré et filtré à 0,2 µm sur filtre PTFE. 
Les échantillons sont conservés à -20°C jusqu’à l’analyse par HPLC. 
I.2.V.4.2.2. Conditions analytiques 
La phase mobile isocratique est un mélange d’eau ultra pure et d’acétonitrile grade HPLC (30:70 v/v) 
circulant à un débit de 1,2 mL/min. La colonne (Promosil 100-5-NH2, 250 x 4,6 mm, Agela 
Technologies) est maintenue à température ambiante. Le volume d’échantillon injecté est de 50 µL. 
Le détecteur est un réfractomètre thermostaté à 30°C. Une table enregistreuse permet de visualiser 
l’élution du glucose sous forme d’un pic. Dans ces conditions d’analyse, le temps de rétention du 
glucose est de 3,6 minutes. 
+ O2 + H2O2
GOx
D-Glucose Glucono-δ-lactone
H2O2
Electrode de 
platine
2H+ + O2 + 2e-
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I.2.V.4.2.3. Quantification du glucose 
La concentration en glucose est déterminée au moyen d’une gamme étalon (0,5-1-2,5-5-10-15 g/L) 
préparée à partir d’une solution mère de 15 g/L. Les échantillons de la gamme étalon sont déféqués 
en suivant la même procédure que celle des échantillons de fermentation. Chaque étalon est injecté 
trois fois, en début, au milieu et en fin d’analyse. L’erreur de reproductibilité entre les trois réplicats 
est inférieure à 5%. Les hauteurs de pics correspondant aux concentrations étalons permettent 
d’établir une corrélation entre la concentration en glucose dans l’échantillon et la hauteur du pic. 
Cette corrélation est ensuite utilisée pour déterminer la concentration en glucose dans le surnageant 
de culture.  
I.2.V.4.3. Comparaison des deux méthodes 
Les échantillons d’une fermentation réalisée dans les conditions standards sont analysés par les deux 
méthodes décrites précédemment. Les résultats sont présentés sur la figure .2.7. On observe une 
bonne corrélation entre les deux méthodes employées, avec un écart maximal de 6,3% à 47h de 
culture et un écart moyen de 2,1% sur l’ensemble des points de la fermentation. Pour des raisons de 
simplicité de mise en œuvre, la méthode enzymatique à l’YSI sera utilisée préférentiellement pour 
l’ensemble des fermentations.  
 
Figure .2.7 : Comparaison des résultats du dosage du glucose par méthode enzymatique et méthode HPLC 
I.2.V.5. Dosage de la thiolutine par HPLC 
La thiolutine est quantifiée par chromatographie liquide à haute performance (HPLC) en phase 
inverse et détection UV. Le système HPLC utilisé est un Ultimate 3000 LC System de Dionex. Le 
système se compose de quatre modules : 
 un injecteur automatique WPS-3000-RS régulé en température (entre 4 et 45°C) et relié à la 
boucle d’injection,  
 un système de pompe 3000-RS, associé à une pompe HPG-3400-RS, permettant l’aspiration 
simultanée de deux solvants sur les quatre connectés à la pompe via un fritté de dégazage, 
 un four TCC-3000-RS, contenant la colonne chromatographique, thermostaté (entre 5 et 
110°C) associé à un système de chauffage de la phase mobile et de l’échantillon avant 
l’entrée dans la colonne de manière à éviter les gradients de température au sein de la 
colonne et à un système de refroidissement en sortie de colonne avant le passage de la 
phase mobile dans le détecteur, 
 un détecteur UV-visible DAD-3000-RS, équipé d’une lampe ultraviolet et d’une lampe 
tungstène pour la détection dans le visible permettant la réalisation d’un spectre 
d’absorption entre 190 et 800 nm. 
L’ensemble des modules est contrôlé au moyen du logiciel Chromeleon Chromatography 
Management System de Dionex. 
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I.2.V.5.1. Préparation des échantillons 
Le surnageant de culture est filtré à 0,2 µm sur filtre PTFE (diamètre 13 mm). Les filtrats sont 
transférés dans des flacons HPLC en verre. Ces derniers sont conservés à – 20 °C jusqu’à l’analyse par 
HPLC.  
I.2.V.5.2. Conditions analytiques 
La phase mobile polaire est composée d’un mélange d’eau ultra pure et d’acétonitrile grade HPLC. Le 
gradient d’élution est reporté dans le tableau .2.9. Avant la première injection d’échantillon, la 
colonne est équilibrée pendant 10 minutes dans les conditions initiales d’élution (100% d’eau ultra-
pure), puis un cycle d’élution est réalisé sans injection. Le gradient d’élution se termine par 
10 minutes aux conditions initiales afin d’équilibrer le système avant le prochain cycle. 
Tableau .2.9 : Conditions d'élution de la thiolutine par HPLC 
Durée du cycle  
(min) 
Eau ultra pure  
(%) 
Acétonitrile  
(%) 
0 100 0 
5 70 30 
30 0 100 
32 100 0 
42 100 0 
 
Le volume d’injection des échantillons est de 80 µL. Pendant l’analyse, la température de l’injecteur 
automatique est régulée à 6°C ± 2°C. La phase mobile circule dans le système à un débit de 
0,8 mL/min. La colonne (ProntoSIL 120-5-C18 SH, 150 × 4,6 mm, Bishoff chromatography distribué 
par I.C.S), associée à une pré-colonne 10 x 4 mm présentant les mêmes caractéristiques, est 
thermostatée à 30°C ± 0,1°C. Les dithiolopyrrolones sont détectées et quantifiées en UV à 390 nm. 
Les différentes dithiolopyrrolones ne différant qu’au niveau d’un groupement (radicaux CH, CH2, 
CH3...), elles se séparent dans l’ordre de leur degré d’hydrophobicité. Dans les conditions utilisées, le 
temps de rétention de la thiolutine est de 9 min. 
I.2.V.5.3. Quantification de la thiolutine 
Une courbe d’étalonnage est réalisée pour la thiolutine en analysant différents standards de 
concentration 1-5-10-20-40 mg/L préparés dans un mélange d’eau ultra pure et d’acétonitrile 
(50:50 v/v) à partir d’une solution mère à 40 mg/L de thiolutine. Chaque étalon est injecté trois fois, 
en début, au milieu et en fin d’analyse. Les aires des pics correspondant aux concentrations des 
standards permettent d’établir une corrélation entre la concentration en thiolutine dans l’échantillon 
et l’aire de pic du chromatogramme. Celle-ci est ensuite utilisée pour déterminer la concentration en 
thiolutine dans le surnageant de culture. La corrélation est réévaluée pour chaque analyse. La figure 
.2.8 présente un chromatogramme type obtenu lors de la quantification de la thiolutine. L’erreur de 
mesure, déterminée par la répétition à cinq reprises du dosage de cinq échantillons de concentration 
connue, est de 4,7%. 
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Figure .2.8 : Exemple de chromatogramme obtenu pour un échantillon de la fermentation CL-pulse à 48h de culture  
(2g/L d'extrait de levure + pulse de 1g/L à 50h, 15 g/L de glucose, 2 g/L de sulfate d'ammonium, conditions standards) 
I.2.V.6. Microanalyse CHN 
I.2.V.6.1. Préparation des échantillons 
Les échantillons de biomasse sont lavés et séchés comme décrit au paragraphe I.2.V.1 pour la 
quantification de la biomasse. Les échantillons d’extrait de levure ne subissent pas de préparation 
spécifique. 
I.2.V.6.2. Microanalyseur PERKIN ELMER 2400 série II 
Le dosage des éléments chimiques permet de déterminer le pourcentage massique en carbone, 
hydrogène et azote de l’échantillon analysé. Cette analyse est réalisée au service d’analyse du 
Laboratoire de Chimie de Coordination (UPR 8241 - Toulouse, France), à l’aide un analyseur PERKIN 
ELMER 2400 série II (figure .2.9).  
 
Figure .2.9 : Schéma de principe du microanalyseur PERKIN ELMER 2400 série II,  
l’hélium est utilisé comme gaz vecteur  
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L’échantillon préparé dans une capsule d’étain est brulé sous oxygène pur à 1800°C. La combustion 
« éclair » de l’échantillon assure une combustion complète. La combustion de l’échantillon libère un 
mélange de gaz : CO2, H2O et N2 résultant respectivement de la combustion du carbone, de 
l’hydrogène et de l’azote. A la sortie de la chambre de combustion, les gaz subissent une réduction à 
l’aide d’oxyde de cuivre afin d’éliminer l’oxygène résiduel et de convertir les oxydes d’azote (NOx) en 
diazote (N2). Les gaz passent ensuite dans une chambre de mélange où ils sont maintenus dans des 
conditions de pression et température constantes. Ils sont séparés par chromatographie et quantifiés 
grâce à un détecteur à conductivité thermique (T.C.D.). 
L’analyseur permet de travailler avec des échantillons solides ou liquides d’origine organique, 
organométallique ou inorganique de 3 à 500 mg, avec un temps d’analyse de 6 min par échantillon. 
Le dosage des éléments chimiques est linéaire entre 0,001 et 3,6 mg pour le carbone, 0,001 et 1,0 mg 
pour l’hydrogène, 0,001 et 6,0 mg pour l’azote. Sur nos échantillons, l’erreur de mesure est de 3,4% 
sur la mesure du carbone, 4,8% sur l’hydrogène et 3,0% sur l’azote. 
I.2.V.7. Dosage de l’azote total 
Les mesures d’azote total ont été réalisées par méthode chimique à l’aide du spectrophotomètre 
Hach Lange Odyssey DR2500 et du four Hach Lange COD Reactor. L’azote dans le surnageant de 
culture est directement dosé avec le kit Hach Lange Azote total TNT n°2714100. Les échantillons 
subissent, dans un premier temps, une digestion au persulfate pendant 30 minutes à 105°C. Cette 
opération, réalisée en milieu basique, va convertir toutes les formes d’azote présentes dans 
l’échantillon en ions nitrate. Après la digestion, du métabisulfite de sodium est ajouté à la 
préparation afin d’éliminer toute trace d’oxyhalogénure pouvant interférer dans le dosage des ions 
nitrate. En condition acide, les ions nitrate réagissent avec l’acide chromotropique pour former un 
complexe jaune quantifiable à une longueur d’onde de 410 nm. La quantité de ce complexe est 
directement proportionnelle à la quantité d’ions nitrate ayant réagi et ainsi la quantité d’azote dans 
l’échantillon.  
D’après les données du fournisseur, le dosage est linéaire pour une gamme d’azote totale dans 
l’échantillon comprise entre 10 et 150 mgazote/L. La limite de détection est de 7 mgazote/L. L’erreur de 
quantification du kit est de 2,4%. En ajoutant l’erreur commise lors de la dilution de l’échantillon, on 
obtient une erreur de mesure de 4,2%. 
I.2.V.8. Dosage du carbone total 
La matière organique dissoute est composée notamment de carbone que l’on peut doser à l’aide 
d’un COT-mètre. On distingue le carbone organique total (COT), le carbone organique purgeable 
(POC), le carbone organique non purgeable (NPOC) et le carbone inorganique (CI). Le COT représente 
la somme du carbone de nature organique dans les matières dissoutes et en suspension dans l’eau. 
Le POC est la somme du carbone organique extrait en phase gazeuse par purge dans l’échantillon 
aqueux. Le NPOC représente la somme du carbone organique restant en phase aqueuse après purge 
par un gaz. Le CI est constitué du carbone présent constitué de carbone élémentaire, dioxyde de 
carbone, carbonates et bicarbonates (figure .2.10).  
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Figure .2.10 : Différentes familles de carbone dosées par le COT-mètre 
Le carbone total (CT) des échantillons est dosé à l’aide du COT-mètre Shimadzu, TOC-LCSN. La 
combustion d’un volume précis d’échantillon est réalisée à 680°C sous atmosphère enrichie en 
dioxygène. La présence d’un catalyseur de platine permet d’assurer une combustion complète du 
carbone en dioxyde de carbone (CO2). Un gaz vecteur entraine le CO2 le long d’un circuit de 
refroidissement permettant d’éliminer la vapeur d’eau. La concentration en CO2 est mesurée par un 
détecteur infrarouge (NDIR). Elle est proportionnelle à la quantité de carbone de l’échantillon. 
Le temps d’analyse est de 20 minutes par échantillon. Le dosage est linéaire dans une gamme de 10 à 
1000 mgcarbone/L. La limite de détection de l’analyseur est de 4 µgcarbone/L. Sur nos échantillons, 
l’erreur de mesure est de 3,7%. Elle prend en compte l’erreur de dilution et l’erreur de l’analyseur. 
Cette dernière est évaluée par répétition de l’analyse des échantillons à trois reprises. 
I.2.VI. Cinétique de production du dioxyde de carbone et d’ammonium 
gazeux et de consommation du dioxygène 
Les quantités de dioxyde de carbone produit et de dioxygène consommé sont déterminées grâce à 
l’analyse du gaz en sortie du fermenteur. Pour cela, la sortie du fermenteur est connectée à un 
analyseur de gaz (Servomex, Xentra 4100) permettant de mesurer les fractions molaires en 
dioxygène et en dioxyde de carbone. Le gaz aspiré est préalablement séché par un déshumidificateur 
à effet Peltier avant d’être analysé, éliminant ainsi la vapeur d’eau dans le gaz de sortie avant 
l’analyse. La mesure de la fraction de dioxygène repose sur le principe du paramagnétisme alors que 
le dioxyde de carbone est mesuré par rayonnement infrarouge.  
Le débit de gaz sortant (Ds) est calculé par bilan matière sur le diazote qui est un gaz inerte et non-
utilisé par les micro-organismes. L’intégralité du diazote entrant se retrouve donc dans le flux de gaz 
sortant (équation .2.6.1). 
𝐷𝑒 × 𝑦𝑒
𝑁2 = 𝐷𝑠 × 𝑦𝑠
𝑁2             (.2.6.1) 
Où De représente le débit d’air entrant par unité de volume de liquide dans le réacteur, contrôlé par 
un débitmètre massique, et 𝑦𝑒
𝑁2et 𝑦𝑠
𝑁2 les fractions molaires du diazote en entrée et en sortie du 
fermenteur. 
Les fractions molaires du diazote en entrée ont été calculées à partir des fractions molaires mesurées 
de dioxyde de carbone et de dioxygène (équation.2.6.2).  
𝑦𝑒
𝑁2 = 1 − (𝑦𝑒
𝐶𝑂2 + 𝑦𝑒
𝑂2)    (.2.6.2) 
 
 
Carbone Total (CT) 
Carbone organique total (COT) 
Carbone organique non 
purgeable (NPOC) 
Carbone organique 
purgeable (POC) 
Carbone inorganique (CI) 
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L’analyse des résultats expérimentaux nous a amené à introduire dans le gaz de sortie du fermenteur 
la composition en ammonium gazeux (équation .2.6.3), calculée par équilibre liquide-vapeur 
(cf. paragraphe I.3.I.2.1).  
𝑦𝑠
𝑁2 = 1 − (𝑦𝑠
𝐶𝑂2 + 𝑦𝑠
𝑂2 + 𝑦𝑠
𝑁𝐻3𝑔)            (.2.6.3) 
Le bilan matière sur l’entrée et la sortie du fermenteur permet de déterminer les vitesses de 
production du dioxyde de carbone, de l’ammonium gazeux et de consommation du dioxygène 
(équations .2.6.4 à .2.6.6). La fraction molaire en ammonium en entrée du fermenteur est supposée 
nulle. 
𝐷𝑒 × 𝑦𝑒
𝐶𝑂2 +
𝑑[𝐶𝑂2]
𝑑𝑡
𝑉𝐿 = 𝐷𝑠 × 𝑦𝑠
𝐶𝑂2           (.2.6.4) 
𝑑[𝑁𝐻3𝑔]
𝑑𝑡
𝑉𝐿 = 𝐷𝑠 × 𝑦𝑠
𝑁𝐻3𝑔              (.2.6.5) 
𝐷𝑒 × 𝑦𝑒
𝑂2 +
𝑑[𝑂2]
𝑑𝑡
𝑉𝐿 = 𝐷𝑠 × 𝑦𝑠
𝑂2           (.2.6.6) 
Où 𝑦𝑒
𝑂2 et 𝑦𝑒
𝐶𝑂2 représentent respectivement les fractions molaires de l’oxygène et du dioxyde de 
carbone dans le gaz d’entrée du fermenteur et 𝑦𝑠
𝑂2, 𝑦𝑠
𝐶𝑂2 et 𝑦𝑠
𝑁𝐻3𝑔  les fractions molaires de 
l’oxygène, du dioxyde de carbone et de l’ammonium dans le gaz en sortie du fermenteur et VL est le 
volume de liquide dans le fermenteur. 
Les quantités molaires cumulées (rétentions molaires) de dioxygène consommé, de dioxyde de 
carbone et d’ammonium gazeux produit sont ensuite calculées par intégration des vitesses de 
consommation et de production en utilisant la méthode des trapèzes.  
D’après les données du constructeur, les erreurs de mesure sur les fractions molaires en dioxygène 
et en dioxyde de carbone sont respectivement de 0,8% et 30,0%. Les fractions molaires en dioxyde 
de carbone mesurées en cours de fermentation varient entre 0,04% et 0,4%, alors que la gamme de 
mesure de l’analyseur s’étend de 0 à 12%. Nos mesures se situent dans la limite de détection de 
l’appareil, ce qui explique l’erreur importante sur la mesure des fractions molaires en dioxyde de 
carbone. Les faibles variations de la fraction molaire en dioxygène en cours de fermentation entre 
20,5% et 20,8% induisent une faible précision des données en oxygène. L’erreur engendrée se 
cumule à chaque pas d’intégration pour le calcul des quantités cumulées. L’erreur sur la fraction 
molaire de l’ammonium gazeux est supposée égale à celle sur le dosage des ions ammonium 
puisqu’elle est calculée à partir de ces données.  
Les valeurs de la fraction molaire en ammonium gazeux ne sont évaluées que pour les points 
expérimentaux pour lesquels la concentration en ions ammonium est quantifiée. Le calcul est précisé 
au paragraphe I.3.I.2.1. L’intégration des vitesses de consommation de l’oxygène et de production du 
dioxyde de carbone et de l’ammonium est réalisée entre chaque point expérimental (environ toutes 
les 4 h). Le manque de précision de l’intégration entraine une erreur supplémentaire de 20% sur les 
quantités cumulées en dioxygène, dioxyde de carbone et ammonium gazeux. 
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I.2.VII. Récapitulatif des méthodes de quantification des composés 
dans le fermenteur 
Le tableau .2.10 présente un récapitulatif des composés mesurés dans le fermenteur (milieu liquide 
+ gaz) et utilisés pour la modélisation du comportement de Sa. algeriensis. Pour chaque composé, le 
type de méthode analytique utilisée pour le dosage ainsi que l’erreur de mesure est rappelée. 
Tableau .2.10 : Récapitulatif des méthodes d’estimation des teneurs des composés dans le fermenteur 
Composé 
Type de 
mesure 
Technique analytique 
et calcul le cas échéant 
Erreur relative de la 
mesure (%) 
Biomasse Directe Poids sec 
Dépend de la quantité 
de biomasse 
Acides aminés Indirecte 
Dosage de l’azote -aminé (méthode 
enzymatique) 
5,0 
Glucose Directe Méthode enzymatique 4,3 
Ions 
ammonium 
Directe Méthode enzymatique 4,4 
Thiolutine Directe HPLC 4,7 
Dioxyde de 
carbone  
Indirecte 
Mesure des fractions molaires en O2 et 
CO2 
Bilan entrée/sortie sur le diazote 
36,1 
Dioxygène Indirecte 
Mesure des fractions molaires en O2 et 
CO2 
Bilan entrée/sortie sur le diazote 
20,0 
Ammonium 
gazeux 
Indirecte 
Equilibre acido-basique et de 
changement de phase de l’ammonium 
Bilan entrée/sortie sur le diazote 
20,5 
 
Pour chaque composé, les écarts-types relatif (𝜎𝑅𝑒𝑙) et absolu (𝜎𝐴𝑏𝑠) sont définis par l’équation .2.7.1. 
𝜀 = 𝜎𝑅𝑒𝑙  × 𝑌
∗ + 𝜎𝐴𝑏𝑠     (.2.7.1) 
Où  représente l’erreur de mesure et Y* la valeur vraie de la mesure. Les valeurs des écarts-types 
des composés dosés dans le milieu de culture sont présentées dans le tableau .2.11. Elles ont été 
calculées à partir de la mesure à cinq reprises des solutions standard à différentes concentrations, 
pour les acides aminés (cf. paragraphe I.2.V.2), le glucose (cf. paragraphe I.2.V.4.1), les ions 
ammoniums (cf. paragraphe I.2.V.3) et la thiolutine (cf. paragraphe I.2.V.5). Pour la biomasse,  
l’écart-type absolu est calculé à partir de la précision de la balance de 0,1 mg. En effet, le poids sec 
est calculé par une différence de pesée sur un échantillon de 20 mL (Vp), d’où l’équation .2.7.2. 
L’écart-type relatif est supposé égal à l’erreur de mesure sur les échantillons contenant plus de 2 g/L 
de biomasse car ces échantillons sont pesés dans un nombre maximal de tubes Eppendorf. 
𝜎𝐴𝑏𝑠,𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 =
0,1√2
𝑉𝑝
 
1
𝑀𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒
             (.2.7.2) 
Tableau .2.11 : Ecart-type relatif et absolu sur les différents composés du milieu de culture 
Composé Ecart-type relatif 
(σRel) en % 
Ecart-type absolu 
(σAbs) en mmol/L 
Biomasse 3,06 0,0752 
Acides aminés 8,56 0,0018 
Glucose 2,16 0,0656 
Ions ammonium 3,90 0,0328 
Thiolutine 3,00 0,0031 
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I.2.VIII. Analyse de la qualité des données par conservation de la 
matière 
Les données expérimentales sont les seules sources d’informations « réelles » disponibles lors de 
l’étude d’un procédé de fermentation. Toutefois, ces mesures expérimentales sont 
systématiquement entachées d’erreur. Il est donc nécessaire de s’assurer de la fiabilité des mesures 
obtenues expérimentalement avant leur exploitation. Pour cela, les bilans molaires élémentaires en 
carbone, azote et degré de réduction sont calculés.  
I.2.VIII.1. Calcul des rétentions molaires 
Les prélèvements effectués en cours de fermentation, enlève une quantité de chaque composé qui 
ne pourra donc pas réagir. Afin de ne pas fausser les bilans, il est nécessaire de prendre en compte la 
quantité de chaque composé prélevée du milieu de culture pour chaque échantillon. Ainsi, la matrice 
des données expérimentales (Yexp(nmes, nc) en mmol) est calculée par l’équation (.2.8.1) pour le i
ème 
prélèvement du jième composé :  
𝑛𝑖𝑗 = 𝐶𝑖𝑗 × 𝑉𝐿𝑖 + ∑ 𝐶𝑘𝑗 × 𝑉𝑝
𝑖
𝑘=1 , 𝑎𝑣𝑒𝑐 𝑖 = 1…𝑛𝑚𝑒𝑠 𝑒𝑡 𝑗 = 1…𝑛𝑐           (.2.8.1) 
Où Cij représente la concentration du j
ième composé pour le ième prélèvement, VLi le volume de liquide 
dans le fermenteur à l’instant du ième prélèvement et Vp le volume de chaque prélèvement avec nmes 
le nombre d’échantillons et nc le nombre de composés. 
Cette méthode à l’avantage de ne pas perdre de carbone ou d’azote dans les prélèvements. 
Toutefois, elle introduit un biais sur le nombre final de moles des composés. Par exemple, pour une 
fermentation limitante en ions ammonium, la quantité finale d’ions ammonium ne sera pas nulle et 
correspondra à la quantité d’ions ammonium présente dans l’ensemble des prélèvements. 
I.2.VIII.2. Calcul du volume liquide dans le fermenteur 
Le volume du fermenteur à l’instant (t) est calculé en prenant en compte la diminution du volume 
due à l’évaporation du liquide et à chaque prélèvement (Vp) ainsi que l’augmentation du volume due 
à l’ajout d’hydroxyde de sodium et d’acide acétique par le système de régulation du pH (équation 
.2.8.2). Les débits d’ajout d’acide et de base (dacide et dbase) sont calculés en divisant le volume ajouté 
au cours de la fermentation par la durée totale de l’ajout pendant la fermentation. Le débit 
d’évaporation (dévaporation) a été évalué pour une expérience témoin, sans inoculation dans les 
conditions standards (pH=7, T=30°C, agitation à 150 rpm et débit d’aération à 0,5 vvm). Le milieu de 
culture est pesé en début et en fin d’expérience. La masse volumique du milieu, prise égale à celle de 
l’eau, permet d’évaluer le volume de liquide évaporé. Ce volume est ramené à la durée de 
l’expérience pour calculer le débit d’évaporation supposé constant. Ainsi, 296 mL se sont évaporés 
en 175h, soit un débit d’évaporation de 1,7 mL/h. 
𝑉𝐿(𝑡𝑖) = 𝑉𝐿(𝑡𝑖−1) + 𝑑𝑎𝑐𝑖𝑑𝑒 × (𝑡𝑖 − 𝑡𝑖−1) + 𝑑𝑏𝑎𝑠𝑒 × (𝑡𝑖 − 𝑡𝑖−1) − 𝑑é𝑣𝑎𝑝𝑜𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 × (𝑡𝑖 − 𝑡𝑖−1) − 𝑉𝑝 
 𝑖 = 1…𝑛𝑚𝑒𝑠  (.2.8.2) 
I.2.VIII.3. Calcul du degré de réduction des composés 
Le degré de réduction (d) représente le nombre d’électrons disponibles qui seraient transférés à 
l’oxygène lors de l’oxydation totale d’une Cmole du composé en dioxyde de carbone, eau et source 
d’azote. Pour un composé de formule CHb1Oc1Nd1 en Cmole, avec une source d’azote de formule 
Ca2Hb2Oc2Nd2, la réaction d’oxydation s’écrirait selon l’équation .2.8.3. 
𝐶𝐻𝑏1𝑂𝑐1𝑁𝑑1 + 𝑜𝑂2 → 𝑐𝐶𝑂2 + 𝑛𝐶𝑎2𝐻𝑏2𝑂𝑐2𝑁𝑑2 + ℎ𝐻2𝑂      (.2.8.3) 
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Les bilans élémentaires atomiques (C, H, O, N) permettent de calculer les coefficients 
stœchiométriques inconnus d’après les équations .2.8.4 à .2.8.7. 
Bilan sur N :        𝑛 =
𝑑1
𝑑2
               (.2.8.4) 
Bilan sur C :     𝑐 = 1 − 𝑛𝑎2 = 1 −
𝑑1
𝑑2
𝑎2              (.2.8.5) 
Bilan sur H :          ℎ =
1
2
(𝑏1 − 𝑛𝑏2) =
1
2
(𝑏1 −
𝑑1
𝑑2
𝑏2)              (.2.8.6) 
Bilan sur O :     𝑜 =
1
2
(2𝑐 + 𝑛𝑐2 + ℎ − 𝑐1) =
1
4
(4 + 𝑏1 − 2𝑐1 −
𝑑1
𝑑2
(4𝑎2 + 𝑏2 − 2𝑐2))          (.2.8.7) 
Comme le dioxygène (O2) correspond au transfert de 4 électrons, le nombre d’électrons transférés 
par le composé de formule CHb1Oc1Nd1 à l’oxygène pendant cette oxydation peut être calculé par 
l’équation .2.8.8. 
𝛾𝑑1 = 4𝑜 = 4 + 𝑏1 − 2𝑐1 −
𝑑1
𝑑2
(4𝑎2 + 𝑏2 − 2𝑐2)         (.2.8.8) 
Par convention, le degré de réduction est nul pour l’eau, la source d’azote et le dioxyde de carbone 
et celui du dioxygène est de -4. 
I.2.VIII.4. Calcul des bilans azote, carbone et redox 
Pour chaque prélèvement, la concentration de chaque composé est prise en compte. Les bilans 
molaires élémentaires sont définis par l’équation .2.8.9. 
𝐵 = 𝑌𝑒𝑥𝑝 × 𝑆
𝑇             (.2.8.9) 
Où B(nmes,nel) représente la matrice des bilans et S(nel,nc) la matrice des décompositions élémentaires 
des composés avec nel le nombre de bilan calculé égal à 3 (carbone, azote et redox). 
Pour nos fermentations, la matrice des décompositions élémentaires des composés est donnée par 
le tableau .2.12. 
Tableau .2.12 : Matrice des décompositions élémentaires (S) des composés du fermenteur 
 Biomasse Acides aminés Glucose Ions 
ammonium 
Thiolutine Dioxyde de 
carbone 
Dioxygène 
C 3,82 4,73 6 0 8 1 0 
N 0,8 1,26 0 1 2 0 0 
 4,15 4,23 4 0 3,75 0 -4 
 Ammonium 
gazeux 
Acides aminés 
adsorbés 
Ions ammonium 
adsorbés 
    
C 0 4,73 0     
N 1 1,26 1     
 0 4,23 0     
 
L’erreur sur les bilans est la racine carrée de la somme des carrés des erreurs de chacun des 
composés pris en compte dans le calcul du bilan (j) pondérées par leur contribution dans le bilan 
(équation .2.8.10). 
∆𝐵𝑖𝑙𝑎𝑛 (𝑡) = √∑ (𝑢𝑗 × 𝑛𝑗(𝑡) × 𝑠𝑗)
2𝑛𝑐
𝑗=1             (.2.8.10) 
Où uj représente l’erreur de mesure sur le j
ème composé, nj la quantité du j
ème composé à l’instant (t) 
en mmol et sj le nombre d’élément carbone, azote ou le degré de réduction du j
ème composé. 
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I.2.IX. Réconciliation des données expérimentales 
Le calcul des bilans carbone, azote et redox permet de détecter les échantillons suspects présentant 
de « grosses » erreurs. Toutefois, ce calcul ne permet pas de déterminer quel composé est 
responsable de l’erreur. De plus, l’utilisation des données expérimentales pour la modélisation du 
système étudié demande une analyse plus fine des erreurs de mesure afin d’obtenir des jeux de 
données satisfaisant exactement les contraintes sur les bilans atomiques. Ainsi, la réconciliation des 
données est un moyen efficace de répondre à ces problématiques. 
La méthode utilisée pour la réconciliation des données, décrite par Fillon (1996), permet de détecter 
les grandes erreurs de mesure et de proposer une correction à ces erreurs. La cohérence des 
données expérimentales est évaluée par rapport à une contrainte mathématique (modèle), dans 
notre cas les bilans azote, carbone et redox. Cette méthode repose sur trois tests statistiques : GLR 
(Generalized Likehood Ratio), IMT (Iterative Measurement Test) et RC (Residual Criterion).  
I.2.IX.1. Formulation du problème 
Les contraintes linéaires peuvent être écrites sous forme matricielle (A (nmesxnel, nc)), d’après le 
vecteur des mesures vraies (Y*), selon l’équation .2.9.1. 
𝐴 𝑌∗𝑇 = 0        (.2.9.1) 
Dans le cas où les erreurs de mesure sont uniquement de type aléatoire, le vecteur des erreurs de 
mesure (ε) suit une loi normale centrée en 0. Les données mesurées suivent alors une loi normale 
centrée de variance (V). Les variances sont calculées à partir des erreurs relatives pour chaque 
composé mesuré. On peut définir le vecteur des mesures (Yexp) par l’équation .2.9.2. 
𝑌𝑒𝑥𝑝 = 𝑌
∗ + 𝜀           (.2.9.2) 
Avec, 𝜀 ≈ 𝑁(0, 𝑉) et 𝑌𝑒𝑥𝑝 ≈ 𝑁(𝑌
∗, 𝑉) 
La fonction de vraisemblance de Yexp (Fv(Yexp)) donne la probabilité d’obtenir la mesure Yexp à Y* 
connue (équation .2.9.3). 
𝐹𝑣(𝑌𝑒𝑥𝑝) =
1
√2𝜋 𝑑𝑒𝑡𝑉
exp (−0,5 (𝑌𝑒𝑥𝑝 − 𝑌
∗)𝑉−1(𝑌𝑒𝑥𝑝 − 𝑌
∗)
𝑇
)            (.2.9.3) 
La meilleure estimation (Y̅) des mesures vraies (Y*), au sens du maximum de vraisemblance est celle 
qui maximise Fv en respectant les contraintes (A). Le problème d’optimisation prend la forme 
suivante (équation .2.9.4). 
𝑃 {
min𝑌[(𝑌𝑒𝑥𝑝 − 𝑌
∗)𝑉−1(𝑌𝑒𝑥𝑝 − 𝑌
∗)]
𝐴𝑋 = 0                                                  
    (.2.9.4) 
Ce problème admet une solution analytique (Y̅) calculée selon l’équation .2.9.5. 
?̅? = (𝐼 − 𝑉 𝐴𝑇 (𝐴𝑉 𝐴𝑇 )
−1
𝐴)𝑌𝑒𝑥𝑝            (.2.9.5) 
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Les corrections apportées aux données expérimentales dans le chapitre .3 imposent plusieurs 
nouvelles contraintes au problème de réconciliation.  
 Les rétentions molaires de l’ammonium gazeux sont calculées à partir des concentrations en 
ions ammonium elles-mêmes déduites des rétentions molaires en ions ammonium, d’après 
le modèle thermodynamique décrit au chapitre .3, 
 Les rétentions molaires en ions ammonium et en acides aminés adsorbés sont 
proportionnelles à celles de la biomasse (équation .2.9.6 et .2.9.7), 
𝑌𝑖,𝑁𝐻4,𝑎𝑑
+ = 0,174 𝑌𝑋, avec i = 1 … nmes              (.2.9.6) 
𝑌𝑖,𝐴𝐴𝑎𝑑 = 0,044 𝑌𝑋, avec i = 1 … nmes           (.2.9.7) 
I.2.IX.2. Description des tests statistiques 
Le test GLR, proposé par Narasimhan and Mah (1987), est un test à priori, c’est-à-dire qu’il s’appuie 
sur le modèle et les mesures seulement pour localiser l’erreur. Ce test est basé sur le calcul du 
maximum de vraisemblance. Il permet la détection de la mesure erronée au sein de l’échantillon 
suspect mais également il propose une estimation du biais détecté. Il est ainsi possible de corriger 
l’erreur et de conserver l’échantillon si la correction proposée est cohérente.  
Les deux autres tests utilisés sont des tests a posteriori, et s’appuient sur le résultat de la 
réconciliation. Dans les deux cas, ils permettent la détection de l’échantillon erroné mais pas de la 
mesure aberrante. Le test IMT utilise une méthode locale d’estimation de l’erreur entre la valeur de 
la mesure et la valeur calculée par la réconciliation. Cette méthode est basée sur le calcul du vecteur 
normalisé des termes correctifs. Le test RC est un test de type global, basé sur l’analyse du critère 
résiduel de chaque prélèvement i. 
Comme tout test statistique, aucun de ces tests n’est parfaitement fiable. Dans le but de rendre la 
méthode de détection des échantillons suspects plus fiable, les trois tests présentés ici sont associés. 
Un échantillon est déclaré erroné s’il est détecté par au moins deux des trois tests. Le cas échéant, 
les mesures suspectes de l’échantillon sont corrigées à partir du biais proposé par le test GLR (?̅?) 
selon l’équation .2.9.8. Si l’échantillon corrigé n’est plus détecté comme erroné il est validé, sinon il 
est rejeté. 
𝑌𝑒𝑥𝑝𝑐 = 𝑌𝑒𝑥𝑝 − ?̅?            (.2.9.8) 
Où Yexp est le vecteur des données expérimentales et Yexpc le vecteur des mesures corrigées par le 
GLR. 
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Analyse des données expérimentales de fermentation de 
Sa. algeriensis en réacteur batch 
Dans ce chapitre nous présentons l’analyse des résultats expérimentaux obtenus pour des 
fermentations batch de Sa. algeriensis dans des conditions opératoires distinctes. Dans un premier 
temps, la qualité des données expérimentales est examinée par l’analyse des bilans carbone, azote et 
rédox. L’ensemble des expériences de la base de données est examiné (cf. paragraphe I.2.IV.3). Après 
une étape de réconciliation des données expérimentales, d’après la méthode proposée par (Fillon, 
1996), le comportement macroscopique de la bactérie est analysé à partir des composés observables 
dans le milieu de culture lors d’une fermentation batch dans les conditions standards. Par la suite, 
l’impact d’un pulse d’extrait de levure ainsi que l’influence de la variation de la température sur la 
croissance et la production de thiolutine sont étudiés.  
I.3.I. Bilan matière 
Pour chacune des expériences réalisées, la biomasse, le glucose, les acides aminés, les ions 
ammonium, et la thiolutine dans la phase liquide, ainsi que le cumul du dioxyde de carbone produit 
et du dioxygène consommé dans la phase gazeuse ont été mesurés, au cours du temps. La figure 
.3.1 présente les résultats expérimentaux obtenus au cours de l’expérience CL-2EXL, réalisée dans 
les conditions initiales standards (2 g/L d’extrait de levure, 15 g/L de glucose, 2 g/L de sulfate 
d’ammonium, pH=7, T°=30°C, agitation à 150 rpm et débit d’aération à 0,5 vvm). Les plus grosses 
incertitudes de mesures sont celles des mesures des quantités de dioxyde de carbone et dioxygène 
cumulées. En effet, ces grandeurs sont calculées à partir de la mesure des teneurs de la phase 
gazeuse sortante et d’un bilan sur le diazote. 
La croissance diauxique de la bactérie avec une consommation préférentielle des acides aminés 
libres du milieu de culture observée par (Strub, 2008) se retrouve sur ces données. La thiolutine 
semble être produite pendant la phase d’adaptation. Toutefois, avant d’exploiter ces données 
expérimentales, leur cohérence par rapport aux bilans carbone, azote et rédox est vérifiée. Ainsi, les 
degrés de réduction puis les bilans molaires en carbone, azote et rédox sont calculés par les 
équations .2.8.8 et .2.8.9 pour l’ensemble des expériences de la base de données. La composition 
de la biomasse utilisée est identique à celle proposée par Strub (2008) : C3,82H6,75O1,89N0,8. De même la 
composition du « pseudo-constituant » acides aminés est fixé à C4,73H9,64O2,38N1,26. L’analyse de ces 
bilans doit permettre de valider la fiabilité des mesures effectuées et/ou de détecter d’éventuels 
constituants non mesurés qui présentent cependant un poids non négligeable dans les bilans. 
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Figure .3.1 : Résultats expérimentaux d'une culture batch de Sa. algeriensis dans les conditions standards 
(2 g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose et 2 g/L de sulfate d'ammonium) 
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Pour chaque prélèvement, la figure .3.2 présente les bilans azote, carbone et d’oxydo-réduction 
calculés pour ces valeurs expérimentales. Les bilans des autres expériences sont présentés en 
annexe. La tendance générale est identique pour l’ensemble des expériences réalisées. Les quantités 
théoriques (th) de carbone, d’azote et le degré de réduction sont représentées sur la figure .3.2 par 
des segments horizontaux gris clair. Elles sont calculées à partir des quantités en biomasse et en 
thiolutine, mesurées à l’instant initial, des quantités en acides aminés, en glucose et en ions 
ammonium pesées avant autoclavage et les quantités en dioxyde de carbone produit et en dioxygène  
consommé cumulées calculées. Les segments horizontaux gris foncés correspondent aux quantités 
totales (tot) de carbone, d’azote et le degré de réduction introduites dans le milieu de culture. Elles 
prennent en compte la quantité en extrait de levure pesée avant autoclavage et non celle en acides 
aminés libres seulement. En effet, seuls les acides aminés libres de l’extrait de levure sont dosés en 
cours de fermentation. Or l’extrait de levure est également une source de peptides de différents 
poids moléculaires et de différents sucres qui pourraient être assimilés par Sa. algeriensis. 
Pour chaque prélèvement, les dérives sur les bilans sont l’écart entre ces bilans et leur valeur 
théorique. Les dérives maximales (sur tous les prélèvements) sont calculées d’après les équations 
.3.1.1 à .3.1.3, et les dérives moyennes d’après les équations .3.1.4 à .3.1.6. Les points aberrants 
sont exclus du calcul des dérives maximales et moyennes. 
𝐷é𝑟𝑖𝑣𝑒𝑀𝐴𝑋,𝐵𝑖𝑙𝑎𝑛𝐶 = max𝑖 (|𝑛𝐶𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 − 𝑛𝐶,𝑖|)      i = 1…𝑛𝑚𝑒𝑠            (.3.1.1) 
𝐷é𝑟𝑖𝑣𝑒𝑀𝐴𝑋,𝐵𝑖𝑙𝑎𝑛𝑁 = max𝑖 (|𝑛𝑁𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 − 𝑛𝑁,𝑖|)     i = 1…𝑛𝑚𝑒𝑠            (.3.1.2) 
𝐷é𝑟𝑖𝑣𝑒𝑀𝐴𝑋,𝐵𝑖𝑙𝑎𝑛𝛾 = max𝑖 (|𝑛𝛾𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 − 𝑛𝛾,𝑖|)      i = 1…𝑛𝑚𝑒𝑠            (.3.1.3) 
𝐷é𝑟𝑖𝑣𝑒𝑀𝑜𝑦,𝐵𝑖𝑙𝑎𝑛𝐶 = |𝑛𝐶𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 − 𝑛𝐶̅̅ ̅|               (.3.1.4) 
𝐷é𝑟𝑖𝑣𝑒𝑀𝑜𝑦,𝐵𝑖𝑙𝑎𝑛𝑁 = |𝑛𝑁𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 − 𝑛𝑁̅̅ ̅̅ |               (.3.1.5) 
𝐷é𝑟𝑖𝑣𝑒𝑀𝑜𝑦,𝐵𝑖𝑙𝑎𝑛𝛾 = |𝑛𝛾𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 − 𝑛𝛾̅̅ ̅|               (.3.1.6) 
Où 𝑛𝑁,𝑖 , 𝑛𝐶,𝑖  et 𝑛𝛾,𝑖  représentent respectivement la valeur des quantités d’azote, de carbone et du 
degré de réduction pour le ième prélèvement, 𝑛𝑚𝑒𝑠 le nombre de prélèvements, 𝑛𝑁̅̅ ̅̅ , 𝑛𝐶̅̅ ̅ et 𝑛𝛾̅̅ ̅ la valeur 
moyenne des quantités d’azote, de carbone et du degré de réduction sur l’ensemble des 
prélèvements et 𝑛𝑁𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒, 𝑛𝐶𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 et 𝑛𝛾𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 les quantités d’azote et de carbone et le 
degré de réduction théoriques. 
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Figure .3.2 : (A) Bilan azote, (B) Bilan carbone, (C) Bilan Redox pour la fermentation CL-2EXL 
(2g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose, 2 g/L de sulfate d'ammonium, conditions standards) 
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Le bilan carbone (figure .3.2a) présente une dérive positive à partir de 12h de culture. Sur la totalité 
de l’expérience, la dérive maximale est de 237 mmoles soit 21,3% par rapport à la valeur de carbone 
théorique. Après 90h, la valeur du bilan carbone semble se stabiliser à une valeur en moyenne de 
80 mmoles plus importante que la quantité de carbone total. Toutefois cette dérive reste inférieure à 
l’erreur sur le calcul du bilan du fait de la faible précision sur la teneur en dioxyde de carbone 
produit. Cette erreur est calculée selon l’équation 2.8.7 et dépend de la quantité de chaque composé 
dans le fermenteur. En fin de fermentation, elle peut atteindre jusqu’à 30% de la valeur de carbone 
théorique. 
Le bilan carbone présente une dérive positive pour la totalité des expériences (tableau .3.1). 
Toutefois, l’erreur maximale reste inférieure à 30% de la quantité théorique pour la majorité des 
expériences. Les erreurs de 33,4% et 42,2% sur les expériences CS-3Glu et CS-5Glu peuvent 
s’expliquer par la faible quantité de carbone théorique, puisque les dérives observées en mmoles ne 
sont pas plus importantes que pour les autres expériences. Elle ne serait donc pas liée à la quantité 
de glucose introduite dans le fermenteur en début de fermentation. 
Tableau .3.1 : Récapitulatif des dérives observées sur le bilan carbone pour la totalité de la fermentation : quantité 
gagnée en mmoles et pourcentage relatif de l'erreur (quantité gagnée ramenée à la quantité théorique de carbone) 
Expérience Bilan Carbone 
 Dérive maximale 
(mmol) 
Dérive maximale 
(%) 
Dérive moyenne 
(mmol) 
Dérive moyenne 
(%) 
CS-1NH3 +58 +5,4% +18 +1,8% 
CS-1EXL +169 +9,5% +48 +2,7% 
CS-4EXL +154 +14,5% +84 +7,9% 
CS-3Glu +116 +42,2% +69 +25,0% 
CS-5Glu +155 +33,4% +60 +12,9% 
CS-8Glu +135 +21,4% +59 +9,3% 
CS-0.5EXL+5Glu +92 +25,1% +37 +10,2% 
CL-2EXL +237 +21,3% +115 +10,3% 
CL-pulse 
Avant pulse +177 +15,5% +86 +7,5% 
Après pulse +188 +15,9% +140 +11,9% 
CL-
pulsebis 
Avant pulse +135 +12,2% +12 +1,1% 
Après pulse +185 +15,4% +137 +11,4% 
CL-0.5NH3 +78 +7,4% +31 +3,0% 
CL-25°C +165 +15,6% +4 <1,0% 
CL-35°C +242 +23,1% +117 +11,2% 
  
Le bilan azote (figure .3.2b) reste stable jusqu’à 30h de culture. Sur cette période la dérive moyenne 
est de 3,7% par rapport à la valeur théorique, ce qui traduit de la cohérence des données 
expérimentales. A partir de 27h, on observe une diminution quasi linéaire (-0,36 mmol/h) du bilan 
azote jusqu’à 110h. Il diminue ainsi de 28 mmoles soit 37,9% de la valeur d’azote théorique. Cette 
diminution correspond, à la seconde phase de croissance de la biomasse avec consommation des 
ions ammonium. Au-delà de 110h, le bilan se stabilise à une valeur moyenne de 47 mmoles. Cette 
importante perte d’azote se retrouve sur l’ensemble des expériences (tableau .3.2). Pour toutes les 
expériences, on observe une perte significative d’azote comprise entre 16,2% et 44,4%, sur la totalité 
de l’expérience.  
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Tableau .3.2 : Récapitulatif des dérives observées sur le bilan azote pour la totalité de la fermentation : quantité perdue 
en mmoles et pourcentage relatif de l'erreur (quantité perdue ramenée à la quantité théorique d’azote) 
Expérience Bilan Azote 
 
Dérive maximale 
(mmol) 
Dérive maximale 
(%) 
Dérive moyenne 
(mmol) 
Dérive moyenne 
(%) 
CS-1NH3 -19 -36,2% -5  -9,0% 
CS-1EXL -20 -30,3% -7 -10,2% 
CS-4EXL -27 -29,7% -0,05 <1,0% 
CS-3Glu -12 -16,9% -12 -16,8% 
CS-5Glu -13 -16,8% -4 -5,4% 
CS-8Glu -13 -16,2% -4 -5,6% 
CS-0.5EXL+5Glu -16 -24,0% -8 -12,6% 
CL-2EXL -28 -37,9% -18 -24,1% 
CL-pulse 
Avant pulse -7 -9,2% -2 -2,0% 
Après pulse -25 -27,6% -10 -10,7% 
CL-
pulsebis 
Avant pulse -4 -4,9% -1 -1,5% 
Après pulse -44 -42,1% -26 -24,8% 
CL-0.5NH3 -8 -23,0% -1 -3,9% 
CL-25°C -34 -44,4% -20 -25,5% 
CL-35°C -29 -36,1% -8 -9,3% 
 
Le bilan redox (figure .3.2c) présente une dérive positive en début de fermentation. Cette 
augmentation est de 332 mmoles entre 12 et 50h soit 22,7% par rapport à la valeur théorique. Entre 
50 et 120h il semble se stabiliser à une valeur de 1685 mmoles, soit 110 mmoles de moins que la 
valeur totale. A partir de 120h le bilan redox diminue pour atteindre une dérive maximale de 
344 mmoles soit 23,6% par rapport à la valeur théorique.  
Le bilan redox est le seul des trois bilans calculés à ne pas suivre la même tendance sur la totalité des 
expériences (figure en annexe). En effet pour les expériences CS-3Glu, CS-5Glu, CS-8Glu, CL-25°C et            
CL-0,5NH3, il augmente sur toute la fermentation. Pour les expériences CS-1EXL, CL-pulsebis et        
CL-35°C, la phase d’augmentation est suivie d’une phase de stabilisation. Pour les expériences         
CS-4EXL et CL-pulse, la même tendance que celle de l’expérience CL-2EXL est observée. Enfin pour les 
expériences CS-1NH3 et CS-0,5EXL+5Glu, le bilan diminue sur toute l’expérience.  
Les dérives moyenne et maximale du bilan redox sont présentées dans le tableau .3.3 pour 
l’ensemble des expériences. Les erreurs maximales varient entre 15,1% et 383,2% selon les 
expériences. Pour les expériences CS-3Glu, CS-8Glu et CL-25°C, les erreurs sont particulièrement 
importantes (>200%).  
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Tableau .3.3 : Récapitulatif des dérives observées sur le bilan rédox pour la totalité de la fermentation : quantité gagnée 
(ou perdue) en mmoles et pourcentage relatif de l'erreur (quantité gagnée (ou perdue) ramenée à la quantité théorique) 
Expérience Bilan Redox 
 
Dérive maximale 
(mmol) 
Dérive maximale 
(%) 
Dérive moyenne 
(mmol) 
Dérive moyenne 
(%) 
CS-1NH3 -938 -27,2% -297 -8,6% 
CS-1EXL +1035 +18,9% +460 +8,4% 
CS-4EXL +531 +18,9% +77 +2,8% 
CS-3Glu +767 +236,5% +371 +114,4% 
CS-5Glu +578 +78,5% +286 +38,8% 
CS-8Glu +974 +312,8% +495 +158,9% 
CS-0.5EXL+5Glu -653 -63,8% -302 -29,5% 
CL-2EXL -344 -23,6% +105 +7,2% 
CL-pulse 
Avant pulse +205 +6,3% +102 +3,2% 
Après pulse -1849 -54,7% -490 -14,5% 
CL-
pulsebis 
Avant pulse +421 +40,5% +6 <1,0% 
Après pulse +360 +25,3% +198 +13,9% 
CL-0.5NH3 +421 +15,1% +80 +2,9% 
CL-25°C +2043 +383,2% +993 +186,3% 
CL-35°C +729 +27,8% +15,7 +36,1% 
 
L’analyse des bilans carbone, azote et rédox, nous a permis de mettre en évidence une augmentation 
significative du bilan carbone ainsi qu’une perte d’azote importante pour la totalité des expériences. 
Dans la suite de ce paragraphe, nous allons tenter de comprendre à quoi pourrait être due ces 
dérives. Contrairement au bilan azote et carbone, le bilan rédox ne présente pas une même 
tendance pour l’ensemble des expériences. Nous vérifierons donc seulement l’impact des corrections 
apportées aux données expérimentales sur ce dernier. 
I.3.I.1. Dérive du bilan carbone et correction des données expérimentales  
I.3.I.1.1. Correction des données expérimentales en dioxyde de carbone 
Les erreurs de mesure des fractions molaires en dioxyde de carbone et en dioxygène influent 
fortement sur le calcul de la concentration en dioxyde de carbone produit. En effet, la concentration 
en dioxyde de carbone produit est obtenue indirectement à partir de la mesure des fractions 
molaires en oxygène et en dioxyde de carbone en sortie du fermenteur (cf. paragraphe I.2.VI). Or une 
erreur de 5% sur la mesure de ces fractions molaires entraine une erreur de 20% sur la concentration 
en dioxyde de carbone calculée. L’erreur sur la mesure de la fraction molaire du dioxyde de carbone 
impactant davantage le calcul, nous avons mesuré cette erreur de mesure pour différentes valeurs 
de fraction molaire de dioxyde de carbone. Pour cela, nous avons utilisé des mélanges gazeux 
certifiés composés de 0,41%, 2,99% et 4,98% de dioxyde de carbone ainsi que de l’air dont la fraction 
molaire en dioxyde de carbone théorique est de 0,037%. Afin de déterminer la reproductibilité de la 
mesure, chaque mélange gazeux est analysé trois fois. L’erreur de reproductibilité est inférieure à 
1%. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure .3.3. La déviation (DV) est calculée par la 
formule .3.1.7. 
𝐷𝑉 =
[𝑦𝐶𝑂2]𝑚𝑒𝑠𝑢𝑟é𝑒−[𝑦𝐶𝑂2]𝑟é𝑒𝑙𝑙𝑒
[𝑦𝐶𝑂2]𝑟é𝑒𝑙𝑙𝑒
            (.3.1.7) 
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Figure .3.3 : Evaluation de l'erreur sur la mesure de la fraction molaire en dioxyde de carbone dans des gaz de 
composition connue 
La déviation observée entre la valeur théorique et la valeur mesurée augmente considérablement 
lorsque la fraction molaire du dioxyde de carbone dans le gaz analysé diminue. Or, au cours des 
fermentations de Sa. algeriensis, la teneur en dioxyde de carbone du gaz de sortie varie entre 0,04% 
(pour l’air) et 0,4% au maximum. D’après la déviation mesurée précédemment, les erreurs de mesure 
sur la teneur en dioxyde de carbone sont donc très importantes.  
Pour les faibles concentrations en dioxyde de carbone, la valeur mesurée par l’analyseur de gaz est 
systématiquement supérieure à la fraction molaire théorique. La déviation rencontrée pour les 
fractions molaires de dioxyde de carbone mesurées en sortie du fermenteur est extrapolée de 
manière à recalculer les concentrations en dioxyde de carbone produit en cours de fermentation 
(équation .3.1.8).  
[𝑦𝐶𝑂2]𝑟é𝑒𝑙𝑙𝑒 =
[𝑦𝐶𝑂2]𝑚𝑒𝑠𝑢𝑟é𝑒
(1+𝐷𝑉)
        (.3.1.8) 
Après cette correction de la mesure de la fraction molaire en dioxyde de carbone, le bilan carbone 
est recalculé. Le tableau .3.4 présente les dérives maximales observées pour chacune des 
expériences (équation .3.1.1). Pour la totalité des expériences, la correction des données en dioxyde 
de carbone a permis de réduire la dérive de 42,4% en moyenne. Les dérives maximales sont 
inférieures à 12%. La majeure partie de l’augmentation du bilan carbone (voire la totalité) se produit 
entre 12 et 50h. Pour les expériences CL-pulse et CL-pulsebis l’ajout d’extrait de levure est également 
suivi d’une nouvelle augmentation du bilan carbone (entre 50 et 65h). 
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Tableau .3.4 : Récapitulatif des dérives observées sur le bilan carbone après correction des données en dioxyde de 
carbone: quantité gagnée en mmoles et pourcentage relatif de l'erreur (quantité gagnée ramenée à la quantité théorique 
de carbone) 
Expérience Bilan Carbone 
 
Dérive maximale 
entre 12 et 50h 
(mmol) 
Dérive maximale 
entre 12 et 50h 
(%) 
Dérive maximale 
sur toute 
l’expérience(mmol) 
Dérive maximale 
sur toute 
l’expérience (%) 
CS-1NH3 +32 +3,0% +32 +3,0% 
CS-1EXL +87 +4,9% +94 +5,3% 
CS-4EXL +107 +10,1% +122 +11,5% 
CS-3Glu +67 +24,6% +67 +24,6% 
CS-5Glu +46 +10,0% +53 +11,6% 
CS-8Glu +55 +8,8% +55 +8,8% 
CS-0.5EXL+5Glu +8 +2,1% +8 +2,1% 
CL-2EXL +77 +6,8% +123 +11,1% 
CL-pulse 
Avant pulse +133 +11,6% - - 
Après pulse* +127 +10,7% +127 +10,7% 
CL-
pulsebis 
Avant pulse +104 +9,4% - - 
Après pulse* +111 +9,2% +135 +11,3% 
CL-0.5NH3 +50 +4,7% +68 +6,4% 
CL-25°C +74 +7,0% +114 +10,8% 
CL-35°C +99 +9,5% +99 +9,5% 
*Pour les expériences avec un pulse d’extrait de levure (effectué à 50h de culture), après le pulse la dérive est calculée 
entre 50h et 65h au lieu de 12 et 50h et sur la fin de l’expérience (entre 50 et 200h) 
I.3.I.1.2. Substrat carboné apporté par l’extrait de levure 
Une dérive du bilan carbone est systématiquement observée à partir de 12h de culture (figure .3.2a, 
tableau .3.4). Cette dérive pourrait en partie s’expliquer par la présence d’un substrat carboné 
présent dans l’extrait de levure et non pris en compte dans le calcul du bilan. Le bilan azote étant 
stable entre 12h et le début de la consommation des ions ammonium, ce substrat ne comporterait 
pas ou peu d’azote. Strub (2008) avait déjà observé cette dérive du bilan carbone et avait fait 
l’hypothèse de la consommation d’un substrat carboné inconnu provenant de l’extrait de levure, qui 
n’ayant pas été identifié, avait été assimilé à du glucose lors de l’analyse quantitative. Afin de vérifier 
cette hypothèse, un dosage du carbone total dans le surnageant de culture a été effectué sur six 
points expérimentaux. La figure .3.4 présente les résultats de ce dosage. 
 
Figure .3.4 : Comparaison de la variation du carbone total et du bilan carbone sur l'expérience CL-2EXL  
(2g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose, 2 g/L de sulfate d’ammonium, conditions standards)  
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Sur l’ensemble de l’expérience, l’augmentation du carbone total et du bilan carbone est similaire. 
Toutefois, entre 3h et 55h le carbone total reste stable (figure .3.4) alors que le bilan carbone 
augmente de 77 ± 11 mmoles (tableau .3.4). Cette augmentation est inférieure à la quantité de 
carbone apportée par l’extrait de levure en plus des acides aminés libres pris en compte dans le 
calcul du bilan. Il semblerait donc qu’un substrat apporté par l’extrait de levure soit consommé par la 
biomasse pendant les premières 50h de culture, ce qui explique l’augmentation du bilan carbone 
durant cette période. La dérive observée sur les données expérimentales est de 
10 ± 3 Cmmoles/gExtrait de levure pour toutes les expériences CS-X soit 28 ± 8% du carbone total de 
l’extrait de levure et de 15 ± 3 Cmmoles/gExtrait de levure pour toutes les expériences CL-X soit 42 ± 8% du 
carbone total de l’extrait de levure. En effet, ces deux séries d’expériences n’ont pas été réalisées 
avec le même lot d’extrait de levure, il est donc fortement probable que sa composition soit 
modifiée. Même si cette hypothèse n’a pas pu être expérimentalement vérifiée, le bilan carbone est 
recalculé en considérant un substrat carboné (apparenté au glucose) sur les 50 premières heures de 
culture. La quantité initiale de ce substrat est fixée à 10 Cmmoles/gExtrait de levure pour les expériences 
CS-X et de 15 Cmmoles/gExtrait de levure pour les expériences CL-X. Pour le calcul du bilan, la vitesse de 
consommation de ce substrat est supposée équivalente à la vitesse de consommation du glucose 
pendant la deuxième phase de croissance. Les dérives recalculées entre 12 et 50h de culture selon 
les équations .3.1.1 et .3.1.4, sont présentées dans le tableau .3.5. 
Tableau .3.5 : Récapitulatif des dérives observées sur les bilans carbone entre 12 et 50h après ajout d’un constituant 
assimilé au glucose en début de fermentation : quantité gagnée en mmoles et pourcentage relatif de l'erreur (quantité 
gagnée ramenée à la quantité théorique de carbone pour la dérive entre 12 et 50h)  
Expérience Bilan Carbone 
 
Dérive maximale 
entre 12 et 50h 
(mmol) 
Dérive maximale 
entre 12 et 50h 
(%) 
Dérive moyenne 
entre 12 et 50h 
(mmol) 
Dérive moyenne 
entre 12 et 50h 
(%) 
CS-1NH3 -20 1,8% -9 <1,0% 
CS-1EXL +72 4,0% +16 <1,0% 
CS-4EXL +30 2,6% +6 <1,0% 
CS-3Glu +21 6,7% +9 2,7% 
CS-5Glu +16 3,2% +1 <1,0% 
CS-8Glu +24 3,5% +9 1,4% 
CS-0.5EXL+5Glu -21 5,6% -10 2,7% 
CL-2EXL +27 2,4% -1 <1,0% 
CL-pulse 
12-50h +59 4,9% +30 2,5% 
50-65h +53 4,1% +31 2,4% 
CL-
pulsebis 
12-50h +59 5,1% +5 <1,0% 
50-65h +34 2,5% +9 <1,0% 
CL-0.5NH3 +19 1,8% +8 <1,0% 
CL-25°C +30 2,7% +9 <1,0% 
CL-35°C +75 6,8% +46 4,2% 
 
Après ajout de ce substrat carboné sur les premières heures de fermentation, les bilans carbone 
bouclent avec une erreur maximale inférieure à 8% entre 12 et 50h. Les valeurs des bilans sont 
réparties autour de la nouvelle valeur théorique. Pour les expériences CL-pulse et CL-pulsebis, l’ajout 
du substrat inconnu au calcul du bilan permet également de réduire l’erreur sur le bilan carbone à la 
suite du pulse d’extrait de levure à moins de 5%. 
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I.3.I.2. A la recherche de l’azote disparu… 
La diminution du bilan azote coïncide avec la consommation des ions ammonium, lors de la seconde 
phase de croissance, pour l’ensemble des expériences. Il semblerait qu’une partie des ions 
ammonium consommés ne soit pas utilisée pour produire de la biomasse mais soit transformée en 
un ou plusieurs autres composés non dosés dans le milieu de culture. Afin de vérifier cette 
hypothèse, un dosage d’azote total a été réalisé sur le surnageant de six échantillons de l’expérience 
CL-2EXL. Les résultats sont présentés dans le tableau .3.6. 
Tableau .3.6 : Résultats du dosage d'azote total dans la phase liquide des échantillons de l’expérience CL-2EXL (2 g/L 
d'extrait de levure, 15 g/L de glucose et 2 g/L de sulfate d'ammonium, conditions standards) 
Temps 
(h) 
Quantité d’azote total dosé dans le 
surnageant de culture (mmol) 
Quantité d’azote dans la 
biomasse (mmol) 
Quantité d’azote total 
(surnageant + biomasse) 
(mmol) 
0 95,63 ± 4,0 0,18 ± 0,02 95,81 ± 4,0 
23,5 85,14 ± 3,6 8,70 ± 0,4 93,84 ± 4,0 
55,5 73,53 ± 3,1 8,81 ± 0,4 82,34 ± 3,5 
71,5 59,34 ± 2,5 19,35 ± 0,8 78,69 ± 3,3 
99,5 36,65 ± 1,5 25,00 ± 1,1 61,65 ± 2,7 
146,5 38,36 ± 1,6 36,03 ± 1,7 74,39 ± 3,3 
 
On observe une perte d’azote total (surnageant + biomasse) au cours de la fermentation de 
21,4 ± 7,3 mmoles entre 0 et 146h. Or, la perte d’azote calculée à partir du bilan azote est de 
28 ± 1,8 mmoles (tableau .3.2), un ou plusieurs composés azotés non dosés seraient donc présents 
dans la phase liquide à hauteur 6,6 mmoles, en faisant abstraction des erreurs de mesures. La 
majorité de l’azote perdu (entre 50 et 80%) ne se trouve donc pas dans la phase liquide et pourrait 
être soit dans la phase gazeuse soit dans la biomasse. Par la suite, nous allons donc nous intéresser 
aux phénomènes qui pourraient entrainer l’azote dans la phase gazeuse et/ou la biomasse. 
I.3.I.2.1. Evaporation de l’ammonium dans la phase gazeuse 
Tout au long de la fermentation, un débit constant d’air de 1L/min est injecté dans le fermenteur. En 
raison de ce flux d’air, une partie de l’azote pourrait être entrainé dans la phase gazeuse sous forme 
d’ammonium. Afin d’évaluer la quantité d’ammonium entrainée selon ce phénomène, une 
expérience a été réalisée avec une solution de sulfate d’ammonium d’une concentration initiale de 
2 g/L. Les conditions opératoires sont identiques aux conditions standards de fermentation (pH=7, 
T°=30°C, agitation à 150 rpm et débit d’aération à 0,5 vvm). La concentration en ions ammonium a 
été mesurée à différents temps de fermentation. En supposant, en absence de micro-organisme, 
qu’aucune réaction ne vient consommer les ions ammonium en solution, la quantité d’ammonium 
entrainée dans la phase gazeuse peut être déduite directement de la diminution des ions ammonium 
mesurée en phase liquide. La figure .3.5 présente la quantité d’ammonium évaporée au cours des 
deux répétitions de cette expérience. 
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Figure .3.5 : Quantité d'ammonium cumulée évaporée en conditions standards : () Essai 1; () Essai 2 
En 150h, près de 4 mmoles d’ammonium se sont évaporées avec un débit d’évaporation de 
0,03 mmol/h. L’écart relatif entre les deux expériences est de 10%, équivalent à l’erreur de mesure 
sur le calcul de la quantité d’ammonium dans la phase liquide, ce qui traduit une bonne 
reproductibilité.  
Dans le but de valider ces résultats, la quantité d’ammonium évaporée théoriquement a été calculée. 
Il serait intéressant de prendre en compte la température du condenseur à la sortie du fermenteur 
pour ce calcul, cette donnée n’étant pas connue, les calculs sont réalisés à la température du 
fermenteur (T = 30°C). Les phases liquide et gazeuse sont supposées être en permanence à l’équilibre 
thermodynamique, ce qui se traduit par l’égalité des fugacités de l’ammonium dans les deux phases. 
A pression atmosphérique, la fugacité gaz est assimilée à la pression partielle et la fugacité liquide est 
exprimée en utilisant la constante de Henry (équation .3.1.9). 
𝑦𝑁𝐻3𝑃 = 𝛾𝑁𝐻3[𝑁𝐻3]𝑎𝑞𝐻𝑁𝐻3−𝐻2𝑂
′            (.3.1.9) 
Où 𝑦𝑁𝐻3  représente la fraction molaire de l’ammonium dans la phase gazeuse,  P est la pression de la 
phase gazeuse, égale à 1 atm (soit 101 325 Pa). 𝛾𝑁𝐻3 est le coefficient d’activité à dilution infinie de 
l’ammonium dans la phase liquide, [𝑁𝐻3]𝑎𝑞 représente la concentration en ammonium dans la 
phase liquide en mol/L et 𝐻𝑁𝐻3−𝐻2𝑂
′  est la constante de Henry de l’ammonium dans l’eau à 30°C, 
égale à 3041,62 Pa.L/mol (Base de données NIST: National Institute of Standards and Technology ; 
Sander, 1999).  
Le coefficient d’activité est approximé par une corrélation (Schumpe, 1993) basée sur la composition 
ionique du milieu (équation .3.1.10). 
log(𝛾𝑖) = ∑ (ℎ𝑗 + ℎ𝑖)𝑐𝑗
𝑛
𝑗=1
𝑗≠𝑖
    (.3.1.10) 
Où γi représente le coefficient d’activité à dilution infinie du composé i dans la phase liquide, hi la 
contribution du composé i, hj la contribution de l’ion j de la phase liquide et cj sa concentration en 
mol/L. Schumpe (1993) propose les valeurs des contributions pour divers composés, dont les ions 
présents dans le milieu MSS, valables à 25°C ± 5°C. 
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La concentration en ammonium aqueux est calculée à partir de la concentration en ions ammonium, 
en considérant un équilibre acido-basique (équation .3.1.11). 
𝐾𝑎 =
𝑎𝐻+  𝑎𝑁𝐻3
𝑎
𝑁𝐻4
+
=
10−𝑝𝐻𝑎𝑁𝐻3
𝑎
𝑁𝐻4
+
     (.3.1.11) 
Où 𝑎𝑁𝐻3, 𝑎𝑁𝐻4+  et 𝑎𝐻+  sont respectivement les activités de l’ammonium, des ions ammonium et des 
ions hydrogène. Dans le cas de solution diluée, l’activité d’une espèce en solution (𝑎𝑖) est définie par 
le rapport entre la concentration de l’espèce (𝑐𝑖) et une concentration de référence (𝑐0), 
généralement égale à 1 mol/L (équation .3.1.12). 
𝑎𝑖 = 𝛾𝑖
𝑐𝑖
𝑐0
                  (.3.1.12) 
d’où,               [𝑁𝐻3]𝑎𝑞 =
𝑎𝑁𝐻3
𝛾𝑁𝐻3
𝑐0,𝑁𝐻3 =
𝐾𝑎[𝑁𝐻4
+]𝛾
𝑁𝐻4
+
10−𝑝𝐻𝛾𝑁𝐻3
            (.3.1.13) 
Où, 𝛾𝑁𝐻3et 𝛾𝑁𝐻4+  sont les coefficients d’activité respectivement de l’ammonium et des ions 
ammonium dans la phase liquide, Ka est la constante d’acidité du couple NH4
+/NH3. Cette dernière 
dépend de la température et est approximée par la corrélation .3.1.14, (Roustan and Charpentier, 
2003) : 
𝐾𝑎 = 0,637𝑒
−6209
𝑇           (.3.1.14) 
Où T représente la température exprimée en Kelvin. 
La fraction molaire en ammonium dans la phase gazeuse (yNH3) est alors la seule inconnue de 
l’équation .3.1.9. Connaissant les fractions molaires en dioxygène, en dioxyde de carbone 
(mesurées) et en ammonium (calculée) dans la phase gazeuse il est possible de calculer la vitesse de 
production d’ammonium gazeux par un bilan matière entre l’entrée et la sortie du fermenteur 
(cf. paragraphe I.2.VI). Enfin la concentration en ammonium gazeux est calculée par intégration de la 
vitesse de production par la méthode des trapèzes. 
La quantité d’ammonium évaporée au cours de l’expérience témoin a été calculée d’après ce 
modèle. La quantité d’ammonium gazeux calculée est ainsi comparée aux valeurs obtenues 
expérimentalement (figure .3.6). 
 
Figure .3.6 : Comparaison des quantités d'ammonium cumulée évaporées mesurée et calculée en conditions standards :  
() Essai 1 ; () Essai 2 
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La figure .3.6 montre une bonne corrélation entre les données expérimentales et les données 
calculées selon la méthode décrite précédemment. L’hypothèse de l’entrainement de l’ammonium 
dans la phase gazeuse est donc validée. Ce phénomène d’évaporation permet d’expliquer une partie 
de la perte d’azote en cours de fermentation. En effet, lorsque qu’aucune réaction n’est présente, le 
débit de gaz entraine environ 4 mmoles d’ammonium en 150h. Or, dans le cas d’une fermentation, 
ce phénomène est, entre autres, en compétition avec la consommation des ions ammonium par la 
biomasse. Ainsi, pour l’expérience CL-2EXL, la quantité d’ammonium évaporée calculée sur 
l’ensemble de la fermentation d’après ce modèle théorique, est de seulement 1,4 mmoles 
d’ammonium en 150h soit 5% de la quantité d’azote perdue (figure .3.7). A 110h, les ions 
ammonium étant épuisés, la quantité d’ions ammonium évaporée n’augmente plus. 
 
Figure .3.7 : Quantité d'ammonium cumulée évaporée au cours de l’expérience CL-2EXL, calculées par le modèle 
d’entrainement (2g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose, 2 g/L de sulfate d’ammonium, conditions standards) 
I.3.I.2.2. Perte d’azote liée à la mesure de la biomasse 
L’évaporation de l’ammonium dans la phase gazeuse ne permet pas d’expliquer la totalité de la perte 
d’azote. Cette dernière pourrait également être liée à une incertitude lors de la mesure de la 
biomasse. La figure .3.8 présente la corrélation entre la quantité de biomasse produite et la quantité 
d’azote perdue par rapport à la valeur théorique pour l’expérience CL-2EXL (cette corrélation pour 
les autres expériences est présentée en annexe).  
 
Figure .3.8 : Corrélation entre la quantité d'azote perdue (avec prise en compte de l’ammonium évaporé) et la quantité 
de biomasse pour chaque prélèvement de l’expérience CL-2EXL (2g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose, 2 g/L de 
sulfate d’ammonium, conditions standards) 
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La quantité d’azote perdue semble proportionnelle à la quantité de biomasse produite. Cette 
tendance semble être confirmée pour l’ensemble des expériences lorsque l’on compare la quantité 
d’azote perdue à la quantité de biomasse produite pendant la seconde phase de croissance, qui est la 
phase au cours de laquelle la majorité de l’azote est perdue (figure .3.9). Ainsi, une erreur lors de la 
mesure de la biomasse pourrait donc en partie expliquer la perte d’azote observée. 
 
Figure .3.9 : Corrélation entre la quantité d'azote perdue (avec prise en compte de l’ammonium évaporé)  et la quantité 
de biomasse produite sur la même période pour l'ensemble des expériences 
I.3.I.2.2.1. Quantification de la biomasse  
L’aspect filamenteux de la bactérie peut entrainer une sous-estimation de la quantité de biomasse 
mesurée. En effet, l’agrégation des pelotes en cours de fermentation ainsi que leur adhésion à la 
paroi du fermenteur, aux cannes d’aération et de prélèvement, aux sondes et à l’arbre d’agitation 
rendent la mesure de la biomasse imprécise. La différence entre les valeurs de la biomasse mesurée 
sur un prélèvement de 20 mL et la biomasse totale dans le fermenteur a été évaluée pour quatre 
durées de fermentation (50, 75, 115 et 150h). Les résultats obtenus, présentés dans le tableau .3.7, 
montrent une sous-estimation générale de 10% de la mesure de la biomasse quel que soit le temps 
de fermentation. 
Tableau .3.7 : Résultats de l'évaluation de la sous-estimation de la biomasse lors d’une prise d’échantillon de 20 mL,     
Sa. algeriensis (2 g/L d’extrait de levure, 15 g/L de glucose, 2g/L de sulfate d’ammonium, conditions standards) 
Temps de 
culture 
PS échantillon 
(20 mL) (g/L) 
PS total 
(g/L) 
Erreur 
relative 
50h 0,51 ± 0,02 0,58 ± 0,02 12,3% 
75 h 1,31 ± 0,05 1,49 ±0,06 12,5 % 
115 h 1,55 ± 0,05 1,69 ± 0,06 8,2 % 
155h 0,88 ± 0,03 0,97 ± 0,03 9,6% 
 
Les bilans présentés à partir de ce point de la thèse seront donc recalculés en majorant la 
concentration de la biomasse de 10% par rapport à la concentration mesurée. Cette correction influe 
peu les valeurs des bilans. En effet, l’impact de la correction de la biomasse sur le bilan azote reste 
minime avec une diminution de la perte d’azote maximale de 5,6% de la valeur théorique pour les 
expériences CS-1NH3 (3,0 mmoles) et CL-pulse (5,0 mmoles). Pour l’expérience CL-pulsebis, la perte 
d’azote est réduite de 4,3% (4,5 mmoles). Pour les autres expériences, elle est amoindrie de moins 
de 4%, soit entre 0,3 et 2,8 mmoles d’azote selon les expériences.  
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I.3.I.2.2.2. Stockage de l’azote par la biomasse 
I.3.I.2.2.2.1. Analyse de la composition de la biomasse 
La perte observée d’azote pourrait également venir du stockage de l’ammonium dans la biomasse 
pendant la croissance sur glucose et ions ammonium. Une analyse CHON de la biomasse a été 
réalisée de manière à vérifier la variation de la proportion d’azote dans cette dernière au cours de la 
culture (tableau .3.8). 
Tableau .3.8 : Résultat de l'analyse CHON en cours de fermentation, pourcentage massique en carbone, hydrogène et 
azote mesuré et pourcentage massique de l'oxygène calculé 
Pourcentage 
massique 
Prélèvement 
1 (t=12h) 
Prélèvement 
2 (t=24h) 
Prélèvement 
3 (t=48h) 
Prélèvement 
4 (t=72h) 
Prélèvement 
5 (t=96h) 
Prélèvement 
6 (t=120h) 
C 44,67 ± 1,5 46,20 ± 1,6 47,46 ± 1,6 47,43 ± 1,6 47,52 ± 1,6 45,51 ±1,6 
H 6,60 ± 0,3 6,44 ± 0,3 6,85 ± 0,3 6,42 ± 0,3 6,35 ± 0,3 5,90 ± 0,3 
O 37,16 ± 2,5 35,08 ± 2,3 33,20 ± 2,2 33,77 ± 2,2 35,72 ± 2,4 38,45 ± 2,6 
N 11,57 ± 0,3 12,28 ± 0,4 12,49 ± 0,4 12,38 ± 0,4 10,41 ± 0,3 10,14 ± 0,3 
 
On observe une variation du pourcentage massique d’azote entre les prélèvements réalisés en début 
et en fin de fermentation de 12,2 ± 0,4% à 10,3 ± 0,3%. Cette variation entraine une modification de 
la composition de la biomasse (tableau .3.9). Toutefois l’impact sur le bilan azote est peu important. 
En effet, la modification de la composition de la biomasse entraine une augmentation maximale de la 
dérive en azote de moins de 4,3 mmoles pour l’ensemble des expériences, ce qui représente 5,3% 
pour les expériences CS-1NH3 et CL-pulse, de 4,1% pour l’expérience CL-pulsebis et de moins de 4% 
pour les autres expériences. Pour une raison de simplicité de la modélisation, la composition de la 
biomasse sera considérée comme constante en cours de fermentation, identique à celle déterminée 
par Strub (2008). 
Tableau .3.9 : Comparaison de la composition de la biomasse en cours de fermentation 
 C H O N 
Moyenne P 1 à 4 1 1,70 0,53 0,22 
Moyenne P 5 et 6 1 1,58 0,59 0,19 
Strub (2008) 1 1,76 0,49 0,21 
I.3.I.2.2.2.2. Adsorption des ions ammonium sur la biomasse 
Une autre explication pourrait être liée à l’adsorption d’azote sur la paroi cellulaire et non au cœur 
des cellules. En effet, les actinomycètes sont connus pour leur capacité à adsorber sur leur paroi 
cellulaire certains composés comme par exemple des ions métalliques ainsi que des colorants 
chimiques (Mosbah and Sahmoune, 2013; Simeonova et al., 2008; Tassist et al., 2010; Yuan et al., 
2009). Le phénomène de biosorption est passif et exothermique, contrairement au phénomène de 
bioaccumulation, il ne fait pas intervenir le métabolisme cellulaire.  
La composition de la paroi cellulaire est un facteur primordial dans le processus de biosorption. 
Sa. algeriensis est une bactérie à gram positif dont la paroi cellulaire est composée de 
peptidoglycane, d’acides téichoïque, lipotéichoïque, téichuronique et téichulosonique (Petrus and 
Claessen, 2014). Les groupes fonctionnels anioniques, présents sur les différents composants de la 
paroi, lui confèrent sa charge négative et seraient ainsi impliqués dans l’adhésion des cations à la 
paroi (Hughes et al., 1973; Sherbert, 1978). Du fait de leur abondance, les groupements carboxyles 
sont largement impliqués dans l’adsorption des cations par les micro-organismes (Golab et al., 1995; 
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Mansuri et al., 2014; Yuan et al., 2009). Les mécanismes mis en jeu lors de l’adsorption de molécules 
sur la paroi cellulaire seraient donc des mécanismes chimiques (échange d’ions et déprotonation) 
(Michalak et al., 2013). 
Un des facteurs environnementaux clé lors de la biosorption de molécules est le pH car il influe non 
seulement sur la configuration des sites actifs de la paroi cellulaire mais également sur la nature des 
ions en solution. Selon les valeurs de pH, différents groupes fonctionnels pourront se lier aux cations 
en solution. A pH 7, les groupements carboxyle, phosphodiester et phosphonate participeront au 
phénomène d’adsorption sur la paroi cellulaire (Chojnacka et al., 2005). Différents travaux sur 
l’adsorption des ions ammoniums sur différents biosorbants (algue, sciure d’eucalyptus, fibres de 
cactus, clinoptilolite et zéolithe) montrent des plages de pH optimum comprises respectivement 
entre 5-7, 5-9, 6-10, 5-7 et 6-8 (Alshameri et al., 2014; Ji et al., 2007; Mansuri et al., 2014; Wahab et 
al., 2012, 2010). D’après la revue de Vijayaraghavan and Yun (2008), la biosorption des cations 
métalliques sur les bactéries du genre Streptomyces est possible pour des conditions de pH 
comprises entre 4 et 8. 
Cette dépendance au pH permet une désorption de l’ammonium par simple rinçage avec de l’acide. 
En acidifiant la solution, les protons vont entrer en compétition avec les ions ammonium et 
permettre leur désorption (Chojnacka et al., 2005; Volesky, 2007). Ainsi, les ions ammoniums 
adsorbés par Sa. algeriensis en cours de fermentation pourraient être désorbés lors du lavage de la 
biomasse avec la solution d’acide chlorhydrique (cf. paragraphe I.2.V.1). Afin de vérifier cette 
hypothèse, le surnageant de lavage de la biomasse a été récupéré sur six prélèvements d’une 
expérience réalisée dans les conditions standards (2 g/L d’extrait de levure, 15 g/L de glucose, 2 g/L 
de sulfate d’ammonium, pH=7, T°=30°C, agitation à 150 rpm et débit d’aération à 0,5 vvm). Les ions 
ammonium ainsi que les acides aminés et le glucose ont ensuite été dosés. Les résultats sont 
présentés dans le tableau .3.10. 
Tableau .3.10 : Résultats du dosage de la biomasse et des ions ammonium, des acides aminés et du glucose dans le 
surnageant de lavage de la biomasse 
Echantillon Quantité de 
biomasse (mmol) 
Quantité d’ions 
ammonium (mmol) 
Quantité d’acides 
aminés (mmol) 
Quantité de 
glucose (mmol) 
1 0,245 ± 0,008 0,047 ± 0,002 0,013 ± 6,3.10-4 0,064 ± 0,003 
2 0,613 ± 0,021 0,107 ± 0,005 0,028 ± 1,4.10-3 0,122 ± 0,005 
3 0,269 ± 0,009 0,050 ± 0,002 0,009 ± 4,3.10-4 0,060 ± 0,003 
4 0,317 ± 0,011 0,057 ± 0,002 0,017 ± 8,6.10-4 0,061 ± 0,003 
5 0,326 ± 0,011 0,055 ± 0,002 0,014 ± 7,0.10-4 0,059 ± 0,003 
6 0,351 ± 0,012 0,052 ± 0,002 0,013 ± 6,3.10-4 0,062 ± 0,003 
 
Pour la totalité des échantillons, une quantité non négligeable d’ions ammonium, d’acides aminés et 
de glucose est dosée dans le surnageant de lavage de la biomasse. L’hypothèse d’adsorption est donc 
retenue pour la suite de l’étude. Sur les six échantillons testés, il semblerait que la biomasse ait 
adsorbé une quantité identique de chacun des composés dosés. Autrement dit, l’adsorption 
spécifique (ramenée à la biomasse présente) d’ions ammonium, d’acides aminés et de glucose serait 
constante. D’après nos résultats, la biomasse aurait adsorbé en moyenne 
0,174 mmolNH4+/mmolBiomasse, 0,044 mmolacides aminés/mmolBiomasse et 0,206 mmolglucose/mmolBiomasse, 
avec un écart-type, respectivement de 0,015 mmolNH4+/mmolBiomasse, 8,7.10
-3 mmolacides 
aminés/mmolBiomasse et 0,031 mmolglucose/mmolBiomasse.  
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Le processus de biosorption est un phénomène rapide composé de deux phases. La première est une 
phase d’adsorption très rapide au cours de laquelle 90% de la capacité d’adsorption est atteinte, elle 
dure en moyenne 30 à 60 min. La seconde, plus lente, permet l’atteinte de l’équilibre d’adsorption 
après 2 à 3h (Vijayaraghavan and Yun, 2008). Or, au cours d’une fermentation de Sa. algeriensis, les 
échantillon sont prélevés environ toutes les 2 à 3h pendant les 50 premières heures puis toutes les 6 
à 12h. Il parait donc cohérent de supposer qu’au moment du prélèvement l’équilibre est quasiment 
atteint. 
Les mesures des composés présents dans le surnageant de lavage de la biomasse n’étant pas 
disponibles pour l’ensemble des échantillons des expériences de la base de données, l’hypothèse est 
donc faite que la quantité de molécules adsorbées est proportionnelle à la biomasse au cours de la 
fermentation. Les valeurs moyennes déterminées expérimentalement sur l’essai du tableau .3.10 
ont été utilisées pour toutes les fermentations afin de calculer les quantités d’ions ammonium et 
d’acides aminés adsorbées. La valeur de glucose dosé dans le surnageant de lavage de la biomasse 
représente moins de 0,5% du carbone total. Par conséquent, cette quantité de glucose est jugée non 
significative et sera donc négligée.  
I.3.I.3. Impact de la correction des données expérimentales sur les bilans  
Les bilans carbone, azote et rédox sont recalculés suite aux différentes modifications apportées aux 
données expérimentales : correction des données en biomasse et dioxyde de carbone, ajout d’un 
constituant inconnu de l’extrait de levure qui a donc été apparenté à du glucose, prise en compte de 
l’entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse et de l’adsorption des ions ammoniums et des 
acides aminés sur la biomasse.  
Pour chaque prélèvement, la figure .3.10 présente les bilans azote, carbone et d’oxydo-réduction 
calculés pour les valeurs expérimentales corrigées de l’expérience CL-2EXL. Les bilans des autres 
expériences sont présentés en annexe. Pour chaque prélèvement, les dérives maximales (sur tous les 
prélèvements) sont calculées d’après les équations .3.1.1 à .3.1.3, et les dérives moyennes d’après 
les équations .3.1.4 à .3.1.6. 
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Figure .3.10 : (A) Bilan azote, (B) Bilan carbone, (C) Bilan Redox pour la fermentation CL-2EXL après modification des données 
expérimentales (2g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose, 2 g/L de sulfate d'ammonium, conditions standards) 
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Après correction, le bilan carbone (figure .3.10a) présente une dérive maximale de 4,5% de la valeur 
théorique sur l’ensemble de la fermentation. Avant 50h elle est de 2,0%, et au-delà à 4,5% de la 
valeur théorique. Les valeurs calculées pour le bilan sont réparties uniformément autour de la valeur 
théorique. Le tableau .3.11 présente les erreurs obtenues pour l’ensemble des autres expériences. 
Tableau .3.11 : Récapitulatif des dérives observées sur les bilans carbone en cours de fermentation après correction des 
données expérimentales : quantité gagnée en mmoles et pourcentage relatif de l'erreur (quantité gagnée ramenée à la 
quantité théorique de carbone) 
Expérience Bilan Carbone 
 
Dérive maximale 
(mmol) 
Dérive maximale 
(%) 
Dérive moyenne 
(mmol) 
Dérive moyenne 
(%) 
CS-1NH3 +22 2,0% +3 <1,0% 
CS-1EXL +85 4,7% +18 1,0% 
CS-4EXL +41 3,5% +4 <1,0% 
CS-3Glu +25 8,0% +9 2,9% 
CS-5Glu +34 6,8% +5 1,0% 
CS-8Glu +28 4,2% +12 1,7% 
CS-0.5EXL+5Glu +31 8,4% +17 4,6% 
CL-2EXL +53 4,5% +0,06 <1,0% 
CL-pulse 
Avant pulse +77 6,2% +23 1,8% 
Après pulse +105 7,9% +26 2,0% 
CL-
pulsebis 
Avant pulse +62 5,3% +18 1,5% 
Après pulse +51 3,7% +18 1,3% 
CL-0.5NH3 +35 3,2% +4 <1,0% 
CL-25°C +75 6,7% +39 4,5% 
CL-35°C +82 7,5% +23 2,1% 
 
La dérive du bilan carbone est réduite en moyenne de 65% par les corrections apportées aux 
données expérimentales (biomasse et dioxyde de carbone) et la prise en compte d’un substrat 
carboné issu de l’extrait de levure. Le bilan carbone de l’ensemble des expériences boucle avec une 
erreur maximale inférieure à 9% par rapport à la valeur théorique. Cette erreur est acceptable et 
indique des données expérimentales cohérentes sur la totalité de la fermentation pour la biomasse, 
les acides aminés, le glucose, le substrat carboné inconnu et le dioxyde de carbone corrigé. 
Le bilan azote (figure .3.10b) boucle avec une dérive moyenne de 6,6% tout au long de la 
fermentation. Les hypothèses d’un dégagement gazeux et de biosorption permettent donc 
d’expliquer la majeure partie de la perte d’azote observée sur les données expérimentales. L’erreur 
obtenue pour l’ensemble des autres fermentations est présentée dans le tableau .3.12. 
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Tableau .3.12 : Récapitulatif des dérives observées sur le bilan azote pour la totalité de la fermentation après prise en 
compte de l’évaporation de l’ammonium et des quantités d’ions ammonium et d’acides aminés adsorbées : quantité 
perdue en mmoles et pourcentage relatif de l'erreur (quantité perdue ramenée à la quantité théorique d’azote) 
Expérience Bilan Azote 
 
Dérive maximale 
(mmol) 
Dérive maximale 
(%) 
Dérive moyenne 
(mmol) 
Dérive moyenne 
(%) 
CS-1NH3 -6 10,8% -2 2,8% 
CS-1EXL -11 16,4% -1 1,9% 
CS-4EXL -12 13,0% -2 1,9% 
CS-3Glu -6 7,4% -3 4,1% 
CS-5Glu -6 8,0% -0,05 <1,0% 
CS-8Glu -3 3,9% -2 2,7% 
CS-0.5EXL+5Glu -8 11,7% -4 5,8% 
CL-2EXL -8 10,9% -5 6,6% 
CL-pulse 
Avant pulse -2 2,9% -2 2,0% 
Après pulse -6 6,5% -4 5,1% 
CL-
pulsebis 
Avant pulse -4 4,9% -3 3,7% 
Après pulse -25 24,0% -8 7,6% 
CL-0.5NH3 -2 6,3% -2 6,3% 
CL-25°C -13 17,8% -3 4,1% 
CL-35°C -22 27,4% -2 2,8% 
 
Les bilans azote de la majorité des expériences bouclent avec une erreur maximale inférieure à 13% 
(sauf pour les expériences CS-1EXL, CL-pulsebis, CL-25°C et CL-35°C). Les dérives moyennes sont 
inférieures à 8% de la valeur théorique pour toutes les expériences, alors qu’avant les corrections 
apportées elles pouvaient atteindre près 25% de la valeur théorique pour les expériences CL-2EXL, 
CL-pulsebis et CL-25°C (tableau .3.2). Pour les expériences CL-pulsebis, CL-25°C et CL-35°C la dérive 
importante peut être expliquée par une diminution de la biomasse en fin de fermentation 
respectivement de 13,79, 7,00 et 24,59 mmoles soit 10,5%, 7,3% et 24,1% de l’azote. En fin de 
fermentation la biomasse entre dans une phase de lyse. Les cellules peuvent relarguer dans le milieu 
de culture des composés qui ne sont pas dosés et donc non pris en compte dans le calcul des bilans, 
d’où cette diminution du bilan azote. Pour CS-1EXL la dérive est de 16,4%, elle pourrait en partie 
s’expliquer par la faible augmentation de la biomasse pendant la deuxième phase de croissance. En 
effet, l’erreur de mesure sur les petites quantités de biomasse est plus importante, 12,5% entre 0 et 
5,32 mmoles contre 4,3% entre 8,52 et 21,27 mmoles (les détails du calcul de l’erreur de mesure sont 
expliqués au paragraphe I.2.V.1). Ainsi, la mesure sur la biomasse est moins précise pour cette 
expérience que pour les autres expériences. 
Les différentes hypothèses formulées (entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse et 
adsorption sur la biomasse) semblent pouvoir expliquer la perte d’azote observée sur les données 
expérimentales et réduire la dérive de 55% en moyenne. Globalement l’erreur sur le bilan azote est 
de l’ordre de grandeur du cumul des erreurs de mesure sur les différents composés pris en compte 
dans le bilan. L’erreur finalement obtenue est acceptable et indique des données expérimentales 
cohérentes sur la totalité de la fermentation pour la biomasse, les acides aminés et les ions 
ammonium en phase liquide avec prise en compte des quantités non dosées adsorbées sur la 
biomasse et l’ammonium gazeux.  
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Les corrections apportées aux données expérimentales ont un faible impact sur le bilan redox. En 
effet, les composés influençant majoritairement celui-ci sont le glucose et le dioxygène. Or, l’erreur 
sur la mesure du dioxygène n’a pas été étudiée, et l’impact de la correction apportée par l’ajout du 
substrat inconnu (apparenté au glucose) reste mineur. Ainsi, sur la fermentation CL-2EXL, l’allure du 
bilan redox reste inchangée (figure .3.10c). La dérive maximale du bilan représente 31,6% de la 
valeur théorique. Les dérives moyenne et maximale du bilan redox sont présentées dans le tableau 
.3.13 pour l’ensemble des expériences. 
Tableau .3.13 : Récapitulatif des dérives observées sur le bilan Redox pour la totalité de la fermentation après prise en 
compte de la correction des données expérimentales : quantité gagnée (ou perdue) en mmoles et pourcentage relatif de 
l'erreur (quantité gagnée (ou perdue) ramenée à la quantité théorique) 
Expérience Bilan Redox 
 
Dérive maxiamle 
(mmol) 
Dérive maximale 
(%) 
Dérive moyenne 
(mmol) 
Dérive moyenne 
(%) 
CS-1NH3 -1023 28,3% -346 9,6% 
CS-1EXL +1084 20,0% +457 8,4% 
CS-4EXL -552 18,8% -62 2,1% 
CS-3Glu +816 263,0% +334 107,8% 
CS-5Glu +655 402,3% +258 158,4% 
CS-8Glu +1067 356,1% +469 156,5% 
CS-0.5EXL+5Glu -496 50,2% -216 21,8% 
CL-2EXL +427 31,6% +147 10,8% 
CL-pulse 
Avant pulse +445 13,6% +104 3,2% 
Après pulse -1903 53,2% -620 17,3% 
CL-
pulsebis 
Avant pulse -299 26,3% -34 3,0% 
Après pulse -509 27,0% -90 4,8% 
CL-0.5NH3 +546 15,2% +89 2,5% 
CL-25°C +1947 270,5% +920 127,9% 
CL-35°C +678 25,5% +410 15,4% 
 
Les corrections ont tendance à augmenter la dérive maximale observée sur les expériences de 15% 
en moyenne. Pour les expériences CS-4EXL, CL-2EXL et CL-pulsebis, le sens de la dérive maximale est 
inversé, puisque ces expériences présentent une phase d’augmentation du bilan redox, suivie d’une 
phase de diminution. Les modifications ont permis de minimiser la dérive maximale pour les 
expériences CS-0,5EXL+5Glu, CL-pulsebis (avant le pulse), CL-25°C et CL-35°C en moyenne de 16%. De 
même l’erreur moyenne est moins importante après les modifications sur les expériences CS-1EXL, 
CS-4EXL, CS-3Glu, CS-5Glu, CS-8Glu, CS-0,5EXL+5Glu et CL-25°C. Malgré des bilans azote et carbone 
cohérents, le bilan redox reste largement incorrect. Ceci doit être la conséquence de l’imprécision 
sur les données en dioxygène. En effet, la sensibilité de l’analyseur de gaz ne permet pas une mesure 
fine de ce paramètre car les variations de la fraction molaire sont du même ordre de grandeur que 
l’erreur sur la mesure (entre 20,5% et 20,8% sur les fermentations de Sa. algeriensis). Les données en 
oxygène vont donc être réconciliées de manière à obtenir un bilan redox cohérent. 
L’analyse des bilans carbone, azote et rédox, nous a permis de mettre en évidence une augmentation 
significative du bilan carbone ainsi qu’une perte d’azote importante pour la totalité des expériences. 
Différentes hypothèses ont été émises de manière à expliquer ces dérives, et les données 
expérimentales ont été corrigées. Finalement, les bilans azote et carbone recalculés à partir des 
données corrigées bouclent respectivement avec une erreur maximale inférieure à 13% et 9%. 
Toutefois, le bilan rédox présente toujours des dérives importantes notamment sur les expériences 
CS-3Glu, CS-5Glu, CS-8Glu et CL-25°C. L’ensemble des données expérimentales corrigées va être 
réconcilié de manière à satisfaire parfaitement les bilans azote, carbone et rédox. 
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I.3.II. Réconciliation des données expérimentales 
Afin d’utiliser nos données expérimentales pour l’identification du modèle stœchio-cinétique, les 
données corrigées sont réconciliées d’après la méthode décrite au paragraphe I.2.IX, le détail des 
différents tests statistiques est présenté en annexe. La réconciliation est réalisée selon les bilans 
azote, carbone et redox. Pour chaque échantillon, les rétentions molaires des molécules adsorbées 
sont recalculées à partir de celle de la biomasse et l’ammonium gazeux est obtenu à partir de la 
concentration en ions ammonium recalculée à partir des rétentions molaires en ions ammonium 
réconciliées. 
La figure .3.11 compare les données expérimentales corrigées aux données réconciliées pour 
l’expérience CL-2EXL. Les autres expériences sont présentées en annexe. Les concentrations 
expérimentales corrigées et réconciliées pour l’expérience CL-2EXL sont également représentées 
dans le temps sur la figure .3.12. La réconciliation n’a pas entrainé de modification majeure sur les 
données corrigées en glucose, dioxyde de carbone et les données expérimentales en acides aminés, 
thiolutine et dioxygène. Pour la thiolutine, une erreur a été détectée, elle correspond au 
prélèvement réalisé à 70h dans lequel la thiolutine n’avait pas été détectée, surement à cause d’un 
problème d’échantillonnage. 
Au niveau de la biomasse, on distingue quatre « grosses » erreurs détectées par la réconciliation qui 
correspondent aux échantillons prélevés à 55, 120, 168 et 190h. La biomasse réconciliée maximale 
est augmentée de 3,3% par rapport aux données corrigées et, en moyenne, les données réconciliées 
en biomasse sont majorée de 10,7% par rapport à la biomasse expérimentale (non corrigée), ce qui 
correspond à la correction effectuée au paragraphe I.3.I.2.2.1. Les quantités en ions ammonium et en 
acides aminés adsorbés étant calculées à partir des données en biomasse, le même profil que celui 
de la biomasse est observé (figure .3.12).  
Les données en ions ammonium sont modifiées par la réconciliation. Au début de la fermentation 
(concentrations les plus élevées), le profil de concentration en ions ammonium réconciliée est 
semblable à celui des données corrigées (figure .3.12). Sur cette période, l’écart entre les données 
réconciliées et les données expérimentales corrigées reste inférieur à l’erreur de mesure. Par la suite, 
la concentration en ions ammonium réconciliée est, en moyenne, 20% plus importante que la 
concentration expérimentale corrigée et jusqu’à plus de 80% pour les faibles concentrations. En 
effet, la vitesse de consommation des ions ammonium réconciliés est inférieure à la vitesse de 
consommation des ions ammonium corrigés (figure .3.12), ce qui entraine un écart conséquent sur 
les concentrations en ions ammonium corrigées et réconciliées aux alentours de 100h de culture. 
Ainsi, d’après les données réconciliées, les ions ammoniums deviendraient limitants vers 130h contre 
110h d’après les données expérimentales. Cette modification est en accord avec les données de 
biomasse, puisque celle-ci croit jusqu’à 130h. 
La modification de la concentration en ions ammonium par la réconciliation impacte également la 
quantité d’ammonium gazeux. Les faibles valeurs en ammonium gazeux ne sont pas modifiées, elles 
correspondent à l’ammonium évaporé en début de fermentation. Toutefois, les valeurs importantes 
des teneurs en ammonium gazeux décrochent de la bissectrice. En effet, d’après la réconciliation la 
concentration en ions ammonium dans la phase liquide est plus importante que pour les données 
expérimentales, il y aura donc plus d’ammonium gazeux produit. 
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Figure .3.11 : Comparaison des données réconciliées avec les données expérimentales corrigées pour la fermentation  
CL-2EXL (2g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose, 2 g/L de sulfate d'ammonium, conditions standards) 
Les données en dioxygène sont peu modifiées par la réconciliation pour cette expérience, 
contrairement aux expériences CS-1NH3, CS-1EXL, CS-3Glu, CS-5Glu, CS-8Glu, CLpulse1 et CL-25°C 
(figures en annexe). En moyenne les données sont augmentées de 5% entre 35 et 150h puis elles 
sont réduites de 11% entre 150 et 200h. Cette modification est en deçà de l’erreur de mesure de 20% 
sur la quantité de dioxygène consommée. La quantité de dioxyde de carbone produit réconciliée est 
réduite de 3% par rapport aux données corrigées. Cette diminution va dans le sens de la correction 
effectuée au paragraphe I.3.I.1.1 et confirme l’hypothèse d’une forte surestimation de la mesure de 
la fraction molaire du dioxyde de carbone dans la sortie de gaz et indirectement de la concentration 
en dioxyde de carbone produit. 
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Figure .3.12 : Données expérimentales corrigées et réconciliées dans le temps pour la fermentation CL-2EXL  
(2g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose, 2 g/L de sulfate d'ammonium, conditions standards) 
Les données expérimentales sont réconciliées pour l’ensemble des expériences. Les composés les 
plus impactés par la réconciliation sont les ions ammonium et par conséquent l’ammonium gazeux, 
calculé à partir de la concentration en ions ammonium, ainsi que le dioxygène pour les expériences 
CS-1NH3, CS-1EXL, CS-3Glu, CS-5Glu, CS-8Glu, CLpulse1 et CL-25°C (figures en annexe). La 
réconciliation des données expérimentales permet d’obtenir un jeu de données satisfaisant les 
contraintes sur les bilans élémentaires en carbone, azote et rédox. Elle a été guidée par les 
modifications des données expérimentales effectuées au paragraphe précédent de manière à obtenir 
une correction cohérente avec les explications physiques et biologiques proposées. Dans la suite du 
chapitre, les résultats expérimentaux réconciliés vont être discutés afin de construire, dans la 
seconde partie du manuscrit, le modèle de comportement de Sa. algeriensis en fermenteur batch.  
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I.3.III. Analyse qualitative du comportement de Sa. algeriensis 
I.3.III.1. Analyse du comportement de Sa. algeriensis en conditions standards 
Afin de confirmer les connaissances acquises précédemment (Strub, 2008) sur le comportement 
macroscopique de Sa. algeriensis, une expérience a été réalisée dans les conditions standards 
décrites au chapitre .2. Les différentes phases de la fermentation sont identifiées au moyen de 
l’évolution de la vitesse de production du dioxyde de carbone calculée à partir des fractions molaires 
de dioxyde de carbone corrigées, présentée sur la figure .3.13. Les segments rouges correspondent 
à la régression linéaire sur chacune des phases, c’est cette valeur moyenne qui est utilisée pour le 
calcul de la quantité cumulée en dioxyde de carbone produit. La mesure de la vitesse de production 
du dioxyde de carbone étant continue, elle est préférée aux mesures des composés du milieu de 
culture échantillonnés de façon ponctuelle pour la détermination des phases de la fermentation. 
 
Figure .3.13 : Vitesse de production du dioxyde de carbone corrigée au cours du temps en mol/h pour la fermentation 
CL-2EXL (2 g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose et 2 g/L de sulfate d'ammonium, conditions standards) 
La figure .3.14 représente les données réconciliées pour la fermentation CL-2EXL, réalisée en 
conditions standards. Les concentrations en acides aminés et en ions ammonium correspondent aux 
concentrations dans le milieu de culture, les quantités adsorbées ne sont pas présentées puisqu’elles 
ne sont pas disponibles pour la croissance de la biomasse.  
La première phase (phase 1) s’étend entre 6 et 22h de culture. Elle correspond à une première phase 
de croissance, caractérisée par un taux de croissance de 0,18h-1. Cette phase de croissance est 
corrélée avec une diminution rapide des acides aminés (environ 0,18 mM/h) jusqu’à atteindre une 
concentration de 2,17 mmol/L à 23h. Les acides aminés seraient consommés en tant que source 
d’azote et de carbone. Parallèlement, une augmentation de la concentration en ions ammonium de 
1,01 mmol/L est observée jusqu’à environ 12h. Cette production initiale d’ions ammonium serait due 
à la désamination d’une partie des acides aminés, qui seraient directement insérés dans le cycle de 
Krebs en tant que source de carbone (Voelker and Altaba, 2001). A partir de 12h les ions ammonium 
sont reconsommées, simultanément, la concentration en glucose diminue de 2,81 mmol/L (entre 12 
et 24h). Cette quantité de glucose consommé correspondrait à la quantité de substrat carboné 
inconnu de l’extrait de levure qui a été apparenté à du glucose lors de la réconciliation des données. 
Ce substrat serait consommé en tant que source de carbone et les ions ammonium en tant que 
source d’azote. La teneur en thiolutine dans le milieu de culture reste quasi nulle, la concentration de 
0,37 µmol/L mesurée proviendrait de la thiolutine présente dans l’inoculum.  
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Figure .3.14 : Résultats expérimentaux réconciliés d'une culture batch de Sa. algeriensis en conditions standards, 
fermentation CL-2EXL (2 g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose et 2 g/L de sulfate d'ammonium) 
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La phase suivante (phase 2) est une période d’adaptation d’une durée de 26h, caractérisée par une 
valeur constante de la vitesse de production du dioxyde de carbone. La biomasse n’augmente que de 
1,83 mmol/L (avec un taux de croissance de 0,012h-1) et la vitesse de consommation des acides 
aminés est divisée par 4. Au cours de cette phase, la bactérie ralentit son métabolisme primaire pour 
s’adapter à la consommation des substrats restants (augmentation de la capacité enzymatique et des 
sytèmes de transport). La production de dioxyde de carbone durant cette période traduit une activité 
métabolique résiduelle. C’est au cours de cette phase que la concentration en thiolutine augmente 
dans le milieu de culture pour atteindre 0,07 mmol/L à 48 h de culture. La production débute alors 
qu’il reste 1,92 mmol/L d’acides aminés libres dans le milieu de culture. Selon Strub (2008), le début 
de la production semblerait correspondre à l’épuisement des acides aminés consommés 
préférentiellement (du groupe 1 sur la figure .1.9). Le ralentissement du métabolisme primaire est 
associé avec l’activation du métabolisme secondaire, conduisant à la production de thiolutine. Cette 
observation correspond à l’hypothèse selon laquelle en présence d’une carence, le métabolisme 
secondaire pourrait être activé dans le but de permettre au métabolisme primaire de «  ralentir » le 
temps que la carence soit comblée (Hodgson, 2000). 
Pendant la phase 3, une reprise de la production de biomasse est observée. Une fois le métabolisme 
de Sa. algeriensis adapté pour la consommation des substrats restants, la croissance reprend avec 
une consommation du glucose, à une vitesse de 0,52 mM/h, en tant que source de carbone et des 
ions ammonium, à une vitesse de 0,26 mM/h, comme source d’azote. Le rapport de ½ entre les 
quantités de glucose et d’ions ammonium consommées pour la croissance correspond aux 
observations de Strub (2008). Cette phase est caractérisée par un taux de croissance de 0,018 h-1, 10 
fois inférieur au taux de croissance de la phase 1. Ceci pourrait s’expliquer d’une part, par une moins 
bonne affinité de la bactérie avec les substrats, et également par l’âge plus avancé de la biomasse et 
donc une taille et une densité plus importante des pelotes (figure .3.15). En effet, la taille des 
pelotes augmente de 40 µm de longeur à 12h, 50 µm à 48h et jusqu’à plus de 80 µm à partir de 60h. 
Le cœur de la pelote, en noir sur les images, semble également être de plus en plus dense au fil de la 
fermentation. Il est donc possible que le transfert en substrat et en oxygène soit limitant au cœur de 
la pelote, ralentissant ainsi la croissance, phénomène observé par Hille et al. (2009, 2005) sur 
Aspergillus niger.  
 
Figure .3.15 : Evolution de la taille des pelotes de biomasse pour une fermentation dans les conditions standards, 
microscope optique, (2 g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose et 2 g/L de sulfate d'ammonium, conditions standards) 
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Au cours de cette phase, les acides aminés assimilables sont épuisés, une concentration résiduelle 
d’environ 1,00 mmol/L demeure dans le milieu de culture. Celle-ci correspond à 16,5% des acides 
aminés totaux. D’après la composition en acides aminés de l’extrait de levure présentée dans le 
tableau .2.6, cette concentration résiduelle correspondrait aux acides aminés du groupe 
d’assimilation 4 défini par Strub (2008). La thiolutine est fortement dégradée au cours de cette 
phase, la concentration diminue de 0,07 mmol/L à 48 h à 0,01 mmol/L à 120h. L’arrêt de la 
production de thiolutine pendant cette phase de croissance indique que celle-ci est dissociée de la 
croissance et renforce l’hypothèse selon laquelle l’activation du métabolisme secondaire serait utile 
pour réorienter le flux de carbone pendant le ralentissement de la croissance (Hodgson, 2000).  
La phase 4 débute vers 130h de fermentation. L’épuisement des ions ammonium dans le milieu 
semble provoquer l’arrêt de la croissance, la biomasse atteint alors une phase stationnaire. La 
consommation du glucose se poursuit à une vitesse de 0,43 mM/h, celui-ci pourrait être utilisé 
comme source d’énergie pour la maintenance. La concentration en thiolutine reste stable à une 
concentration de 5,58 µmol/L. La vitesse d’évaporation de l’ammonium diminue sensiblement à 
partir de 100h et devient quasi nulle à 145h de culture lorsque la concentration en ions ammonium 
descend à moins de 0,40 mmol/L. 
Les données expérimentales obtenues en conditions standards sont cohérentes avec les 
connaissances actuelles sur Sa. algeriensis. En effet au cours de ses travaux sur Sa. algeriensis, Strub 
(2008) avait également découpé la fermentation en quatre phases en se basant sur l’évolution de la 
vitesse de production du dioxyde de carbone. La bactérie présentait une croissance diauxique 
d’abord sur les acides aminés libres du milieu de culture puis en consommant le glucose et les ions 
ammonium. D’autres actinomycètes ont ce profil de développement en deux phases (Denery et al., 
2011; Novotna et al., 2003; Puglia et al., 1995).  
Strub (2008) a décrit deux périodes de production de thiolutine, la majeure quantité étant produite 
pendant la phase d’adaptation. Sur certaines expériences une deuxième phase de production était 
visible après épuisement des ions ammonium, la quantité produite était alors 5 à 10 fois moins 
importante que lors de la phase d’adaptation. Pour la fermentation CL-2EXL, l’épuisement des ions 
ammonium n’a pas provoqué de nouveau pic de production de thiolutine. Cette diminution de la 
productivité de la biomasse peut s’expliquer par l’âge de cette dernière. Les pelotes agées sont 
grandes et denses ce qui influence négativement la productivité de la biomasse (Grimm et al., 2005). 
En effet, l’oxygène, limitant au cœur des pelotes, est souvent essentiel pour la production 
d’antibiotique car plusieurs réactions de leur voie de biosynthèse nécessite un apport d’oxygène 
(Rokem et al., 2007). Strub (2008) observait également une dégradation partielle de la thiolutine au 
cours de la seconde phase de croissance, équivalente à celle constatée sur l’expérience CL-2EXL.  
Enfin l’analyse du quotient respiratoire de la bactérie montre que celui-ci reste constant et égal à 1 
tout au long de la fermentation (figure .3.16). Cette valeur confirme l’hypothèse d’un métabolisme 
oxydatif de la bactérie. Le caractère oxydatif de Sa. algeriensis avait déjà été souligné par Strub 
(2008). Le tableau .3.14 résume les différentes phases de la fermentation ainsi que l’évolution des 
substrats et produits. 
 
 
 
  
 
 
Figure .3.16 : Valeur du quotient respiratoire à chaque prélèvement pour la fermentation CL-2EXL  
(2 g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose et 2 g/L de sulfate d'ammonium, conditions standards) 
Tableau .3.14 : Résumé des observations macroscopiques réalisées lors d'une fermentation dans les conditions standards 
Phase Biomasse Acides aminés Glucose Ions ammonium Thiolutine 
Dioxyde 
de 
carbone 
Dioxygène 
Latence Stagne Stagne Stagne Stagne Stagne Stagne Stagne 
Phase 1 
avant 12h 
Produite à partir des 
acides aminés 
Rapidement consommés en 
tant que source de carbone 
et d’azote 
Consommés comme 
source d’énergie 
Produits par 
désamination d’une 
partie des acides 
aminés 
Stagne Produit Consommé 
Phase 1 
après 12h 
Produite à partir des 
acides aminés, du glucose 
et des ions ammonium 
Rapidement consommés en 
tant que source de carbone 
et d’azote 
Consommés comme 
source de carbone 
(substrat inconnu) et 
d’énergie 
Consommés comme 
source d’azote 
Stagne Produit Consommé 
Phase 2 Croissance très faible 
Fin de la consommation et 
épuisement 
Consommés comme 
source d’énergie 
Stagne 
Majoritairement 
produite 
Produit Consommé 
Phase 3 
Produite à partir du 
glucose et des ions 
ammonium 
Acides aminés assimilables 
épuisés (concentration 
résiduelle de 1 mmol/L) 
Consommés comme 
source de carbone et 
d’énergie 
Consommés comme 
source d’azote 
Dégradée Produit Consommé 
Phase 4 
Stagne (phase 
stationnaire) voire 
diminue 
Acides aminés assimilables 
épuisés (concentration 
résiduelle de 1 mmol/L) 
Consommés comme 
source d’énergie 
Epuisés 
Stagne et/ou 
dégradée 
Produit Consommé 
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I.3.III.2. Reproductibilité de la production de thiolutine 
Dans ce paragraphe, les données réconciliées obtenues pour deux fermentations réalisées dans les 
mêmes conditions de culture sont comparées afin de vérifier la reproductibilité des résultats 
expérimentaux. La figure .3.17 présente les concentrations en biomasse et en thiolutine produite 
pour les expériences CL-pulse et CL-pulsebis. Avant le pulse d’extrait de levure, réalisé à 50h, les 
fermentations CL-pulse et CL-pulsebis sont effectuées avec les mêmes conditions de culture. Il est 
donc possible de comparer les 50 premières heures de ces deux fermentations. Toutefois, il persiste 
une incertitude sur la concentration en biomasse en sortie de l’inoculum. En effet, la concentration 
initiale en biomasse est de 0,53 mmol/L pour CL-pulse et de 0,41 mmol/L pour CL-pulsebis. 
Idéalement il faudrait pouvoir quantifier la quantité de biomasse inoculée. Des tests de mesure de la 
densité optique réalisés par Chorin (2009) n’ont pas été concluants et l’aspect filamenteux de la 
bactérie ne permet pas un comptage au microscope. 
 
Figure .3.17 : Reproductibilité des résultats expérimentaux réconciliés d'une culture batch de Sa. algeriensis pour les 
fermentation CL-pulse et CL-pulsebis, (2 g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose et 2 g/L de sulfate d'ammonium, 
conditions standards) 
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Les données obtenues sur la concentration en biomasse sont reproductibles avec un écart de 10% 
entre les deux expériences (figure .3.17a). Le tableau .3.15 compare les cinétiques macroscopiques 
des deux expériences. Pour l’expérience CL-pulse, le pulse est effectué à la fin de la phase 
d’adaptation, il n’y a donc pas de phase 3 observée. Pour CL-pulsebis, les données de la phase 3 
correspondent aux observations réalisées avant l’ajout d’extrait de levure (figure .3.18). La durée de 
la première phase de croissance (phase1) est identique pour les deux expériences. Sur les phases 1 et 
2, le taux de croissance de la biomasse et les vitesses de consommation en substrat sont équivalents 
pour les deux expériences. Toutefois, on observe une différence de 0,63 mmol/L sur la quantité 
d’ions ammonium produit, cette différence étant inférieure à l’incertitude sur la mesure des ions 
ammonium.  
La différence majeure entre les deux expériences est la reprise de croissance avant le pulse d’extrait 
de levure pour l’expérience CL-pulsebis qui n’est pas visible pour CL-pulse. En effet, la durée de la 
phase 2 varie du simple au double entre les deux expériences (30h pour CL-pulse et 15h pour          
CL-pulsebis). De plus, une différence de 37  8% est observée sur le titre maximal de thiolutine. En 
effet, la concentration maximale de thiolutine obtenue varie entre 0,19 mmol/L à 48h pour 
l’expérience CL-pulse et 0,12 mmol/L à 35h pour l’expérience CL-pulsebis (figure .3.17b). Toutefois, 
l’écart entre les vitesses de production de ce métabolite pour CL-pulse et CL-pulsebis est inférieur à 
6% (tableau .3.15).  
Tableau .3.15 : Comparaison du comportement de la bactérie sur les expériences CL-pulse et CL-pulsebis (les phases 2 
pour l’expérience CL-pulse et 3 pour l’expérience CL-pulsebis sont stoppées par l’ajout d’extrait de levure) 
Observation CL-plulse1 CL-pulsebis 
 Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 1 Phase 2 Phase 3 
Durée (h) 12 30 / pulse - 12 15 20 / pulse 
Taux de croissance (h-1) 0,21 0,010 - 0,22 0,012 0,021 
Vitesse de consommation des 
acides aminés (mM/h) 
0,21 0,08 - 0,18 0,09 - 
Quantité d’ions ammonium produit 
(mmol/L) 
1,14 - - 0,51 - - 
Vitesse de consommation du 
glucose (mM/h) 
0,25 0,23 - 0,25 0,23 0,41 
Vitesse de consommation des ions 
ammonium (mM/h) 
0,25 0,005 - 0,19 0 0,22 
Vitesse de production de la 
thiolutine (M /h) 
- 5,90 - - 6,23 - 
 
Les données obtenues pour les deux expériences sont reproductibles sur les phases 1 et 2 pour la 
croissance de la biomasse et la consommation des substrats. Toutefois, une différence de 37  8% 
est observée sur la concentration maximale de thiolutine. Les vitesses de production étant 
équivalentes, cette différance dans le titre maximal est sûrement due à la différence de durée de la 
phase de production (phase2). La production de métabolites secondaires est un phénomène 
complexe, influencé par de nombreux facteurs environnementaux comme la température, le pH, 
l’agitation ou encore l’aération. Les interactions complexes entre chacun de ces facteurs et leur 
impact sur la production de métabolites secondaires expliquent le manque de reproductibilité 
observé pour la production de thiolutine. Avec la découverte du cluster de gènes de la voie de 
biosynthèse de la thiolutine (Huang et al., 2015; Saker, 2013), il sera possible de doser directement 
l’expression de ces gènes et de déterminer plus précisément la bascule métabolique entrainant un 
retour à la croissance et donc l’arrêt de la production.  
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I.3.III.3. Impact d’un pulse d’extrait de levure sur la croissance de 
Sa. algeriensis et la production de thiolutine 
Dans le but de vérifier l’impact de l’ajout du substrat préférentiel (acides aminés) sur la croissance et 
la production de thiolutine en cours de fermentation, une expérience est réalisée avec un pulse 
d’extrait de levure à 50h de culture lorsque les acides aminés assimilables sont épuisés. Le milieu 
initial correspond au milieu semi-synthétique standard décrit au paragraphe I.2.II.3. L’ajout d’extrait 
de levure à 50h a été calculé de manière à compléter le volume dans le fermenteur à 2L avec une 
augmentation de la concentration en extrait de levure de 2,5 g/L dans le fermenteur. La figure .3.18 
présente la vitesse de production du dioxyde de carbone ainsi que les différentes phases de la 
fermentation pour l’expérience CL-pulsebis. Les segments rouges correspondent à la régression 
linéaire sur chacune des phases, c’est cette valeur moyenne qui est utilisée pour le calcul de la 
quantité cumulée en dioxyde de carbone produit. Le pulse d’extrait de levure est représenté par une 
flèche rouge. Les données réconciliées sont présentées sur la figure .3.19. 
 
Figure .3.18 : Vitesse de production du dioxyde de carbone corrigée au cours du temps en mol/h pour la fermentation 
CL-pulsebis (2 g/L d'extrait de levure + pulse à 50h, 15 g/L de glucose et 2 g/L de sulfate d'ammonium, conditions 
standards) 
Le début de la fermentation (phase 1) entre 0 et 20h est similaire au début de la fermentation         
CL-2EXL. La phase 2 s’étend entre 20 et 35h. La croissance est ralentie et la thiolutine est produite 
pour atteindre une concentration maximale de 0,12 mmol/L à 35h. Les cinétiques macroscopiques 
sont données dans le tableau .3.15. Entre 35 et 50h, la croissance reprend avec consommation du 
glucose et des ions ammonium (phase 3). Cette phase se caractérise sur la figure .3.18 par une 
augmentation de la vitesse de production du dioxyde de carbone. A 50h, un pulse d’extrait de levure 
est ajouté, la vitesse de production de dioxyde de carbone augmente entre 50 et 62h (phase 1b) avec 
une accélération plus importante que pendant la phase 3 (0,12 mmol/h-2 en phase 3 contre 
0,39 mmol/h-2 pour la phase 1b). Cette accélération (sur la phase 1b) est équivalente à celle observée 
sur la phase 1 (0,40 mmol/h-2).  
Au cours de cette phase 1b, la biomasse augmente avec un taux de croissance de 0,063 h-1 alors que 
la concentration en acides aminés diminue rapidement (0,69 mM/h). Parallèlement, la concentration 
en ions ammonium augmente de 1,31 mmol/L entre 50 et 57h avant qu’ils ne soient reconsommés. 
Entre 57 et 62h, le glucose et les ions ammonium sont également consommés à une vitesse 3 fois 
plus importante que pendant la phase 1. L’ajout du substrat préférentiel pour la croissance entraine 
une réorientation immédiate du métabolisme vers la consommation des acides aminés (phase 1b).  
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Entre 50 et 57h, la concentration en glucose varie peu, la totalité de la biomasse produite au cours de 
cette période se développe donc à partir des acides aminés de l’extrait de levure. Le taux de 
croissance est toutefois 3,5 fois moins important que lors de la première phase de croissance 
(phase1) alors que la vitesse de consommation des acides aminés est 3,8 fois plus rapide. Le substrat 
étant identique, cette diminution serait due à l’âge plus avancé de la biomasse et donc à des pelotes 
plus grandes et plus denses (figure .3.15). A partir de 57h, la biomasse est également produite à 
partir du glucose et des ions ammoniums. La quantité de glucose consommé pendant cette phase 
correspond à la quantité supposée de substrat carboné inconnu apporté par le pulse d’extrait de 
levure (cf. paragraphe I.3.I.1.2).  
Cette nouvelle phase de croissance sur acides aminés est suivie d’une nouvelle période d’adaptation 
de 10h au cours de laquelle la vitesse de production du dioxyde de carbone diminue de 10 mmol/h à 
3,5 mmol/h (phase 2b). Pendant cette période, la biomasse est stable à une concentration d’environ 
23,30 mmol/L. La concentration de thiolutine qui avait diminuée entre 35 et 50h, augmente à 
nouveau de 13 µmol/L entre 53 et 59h. Il semblerait que l’épuisement des acides aminés assimilables 
entraine une nouvelle production de la thiolutine. Toutefois, la quantité produite est près de 10 fois 
moins importante que pendant la phase 2 (entre 20 et 35h). Une autre explication que la taille des 
pelotes, pour cette baisse de productivité pourrait être liée à la quantité plus importante d’extrait de 
levure dans le mileu de culture. En effet, Strub, (2008) avait mis en évidence un effet négatif de 
l’extrait de levure sur la production spécifique de thiolutine. Une augmentation de 33% de la 
concentration en extrait de levure avait permis une production de biomasse supérieure de 35% 
pendant la phase 1. Par contre, cette augmentation diminuait le titre maximal de thiolutine produit 
de 13%. L’auteur supposait que l’extrait de levure avait un effet négatif sur la production spécifique 
de cette molécule. Les acides aminés étant en grande majorité consommés au moment de la 
production de thiolutine, l’effet répressif pourrait venir d’un autre composé de l’extrait de levure, 
pas ou peu utilisé par la bactérie, dont la concentration augmenterait suite à l’ajout d’extrait de 
levure dans le milieu. 
Entre 70 et 110h, la vitesse de production du dioxyde de carbone augmente à nouveau pour 
atteindre 6 mmol/h. Au cours de cette phase 3b, la biomasse augmente avec un taux de croissance 
de 0,010 h-1 en consommant glucose et ions ammonium. Le taux de croissance sur cette phase 3b est 
donc 2 fois moins important que lors de la phase 3 entre 35 et 50h. L’arrêt de la croissance semble 
provoqué par une carence en ions ammoniums. Cette arrêt de la croissance ne semble pas entrainer 
une nouvelle phase de production de thiolutine.  
Finalement, l’ajout d’extrait de levure dans le fermenteur en cours de fermentation provoque une 
bascule immédiate du métabolisme de la bactérie vers la consommation du substrat préférentiel que 
sont les acides aminés. La nouvelle carence en acides aminés provoque à nouveau une phase de 
production de thiolutine. Il semblerait donc que la production de thiolutine puisse être induite à 
plusieurs reprises en cours de fermentation. Toutefois, la quantité produite après le pulse est 
inférieure à la quantité produite initialement pendant la phase 2. L’augmentation de la taille des 
pelotes et leur agrégation semblent avoir un effet négatif sur la production. 
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Figure .3.19 : Résultats expérimentaux réconciliés pour l’expérience CL-pulsebis  
(2 g/L d'extrait de levure + pulse de 2,5 g/L à 50h, 15 g/L de glucose et 2 g/L de sulfate d'ammonium, conditions standards) 
 
0
0,02
0,04
0,06
0,08
0,1
0,12
0,14
0,16
Th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L)
0
1,5
3
4,5
6
7,5
9
10,5
12
0
5
10
15
20
25
30
35
40
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
A
ci
d
es
 a
m
in
és
 (
m
m
o
l/
L)
B
io
m
as
se
(m
m
o
l/
L)
Temps (h)
0
8
16
24
32
40
0
20
40
60
80
100
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Io
n
s 
am
m
o
n
iu
m
 (
m
m
o
l/
L)
G
lu
co
se
 (
m
m
o
l/
L)
Temps (h)
0
200
400
600
800
1000
1200
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
1,6
1,8
2
D
io
xy
d
e 
d
e 
ca
rb
o
n
e 
e
t 
d
io
xy
gè
n
e 
(m
m
o
l)
Temps (h)
A
m
m
o
n
iu
m
 g
az
eu
x 
(m
m
o
l)
A
B
C
L
a
t
e
n
c
e
1 2 3 4
L
a
t
e
n
c
e
1 2 3 4
L
a
t
e
n
c
e
1 2 3 4
1b 2b 3b
1b 2b 3b
1b 2b 3b
Partie  : Analyse du comportement de Saccharotrix algeriensis en fermenteur batch 
Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                90 | P a g e  
I.3.III.4. Influence de la température sur le comportement de Sa. algeriensis 
sur milieu semi-synthétique en conditions standards 
Les métabolites secondaires sont généralement produits en réponse à un stress environnemental. La 
température peut donc jouer un rôle dans la régulation et donc sur la production de ces métabolites 
d’intérêt. Dans le but d’étudier l’influence de cette variable sur le comportement de Sa. algeriensis, 
des essais à trois températures différentes ont été réalisés : 25, 30 et 35°C. Le milieu utilisé pour ces 
fermentations est le milieu semi-synthétique standard, les autres conditions de culture sont 
identiques aux conditions standards définies dans le chapitre .2. La figure .3.20 présente les 
données expérimentales réconciliées obtenues lors de ces trois expériences pour les concentrations 
en biomasse et en thiolutine. 
 
Figure .3.20 : Résultats expérimentaux réconciliés d'une culture batch de Sa. algeriensis à différentes températures :   
CL-2EXL (à 30°C), CL-25°C et CL-35°C (2 g/L d'extrait de levure, 15 g/L de glucose et 2 g/L de sulfate d'ammonium, 
conditions standards) 
La phase de latence semble plus rapide (environ 2h) à 35°C qu’à 30°C (environ 6h) et 25°C (environ 
10h). A 35°C, entre 2 et 12h de culture (phase 1), la biomasse augmente jusqu’à 11,40 mmol/L avec 
un taux de croissance de 0,21 h-1 alors qu’à 25 et 30°C elle atteint respectivement une concentration 
de 8,04 et 5,64 mmol/L à environ 24h avec un taux de croissance de 0,15 h-1 à 25°C et 0,18 h-1 à 30°C. 
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Parallèlement, la vitesse de consommation des acides aminés est plus rapide à 35°C d’un facteur 1,3 
par rapport à CL-25°C et 1,7 par rapport à CL-2EXL (30°C) (tableau .3.16). Il en est de même pour la 
vitesse de consommation du glucose, respectivement 2,5 et 2,8 fois plus rapide à 35°C qu’à 25°C et 
30°C et la vitesse de consommation des ions ammonium, respectivement 2,3 et 3,5 fois plus 
importante à 35°C qu’à 25°c et 30°C. Il semblerait donc qu’à 35°C, le métabolisme de Sa. algeriensis 
soit différent de celui des températures inférieures.  
Après la phase d’adaptation (phase2), on observe une deuxième phase de croissance pour les 
expériences à 25°C et 30°C avec consommation du glucose et des ions ammonium (phase 3). A 25°C, 
la biomasse croit avec un taux de croissance de 0,014 h-1 jusqu’à atteindre une concentration de 
21,86 mmol/L à 115h de culture. Pour la fermentation réalisée à 30°C, la biomasse augmente jusqu’à 
29,95 mmol/L à 130h avec un taux de croissance de 0,018 h-1. Le taux de croissance est donc environ 
10 fois moins important pendant cette phase que pendant la phase 1 pour les deux températures. 
Dans les deux cas, l’arrêt de la croissance semble dû à une limitation en ions ammonium (figure 
.3.14 pour CL-2EXL et en annexe pour CL-25°C). L’augmentation de la température, entre 25°C et 
30°C, entraine une augmentation de 20% du taux de croissance de Sa. algeriensis. En effet, une 
augmentation de la température, sur une plage données (entre 20 et 40°C pour les micro-organismes 
mésophiles), est un paramètre connu pour favoriser la croissance (Papagianni, 2004). 
A 35 °C, la concentration en biomasse augmente jusqu’à 30h pour atteindre 18,30 mmol/L, à partir 
de 40h on observe une phase de déclin alors que les substrats utilisés pour la croissance (glucose et 
ions ammonium) sont toujours disponibles. La demande en oxygène de la biomasse pendant les deux 
premières phases de la fermentation s’est avérée très importante. Le fermenteur utilisé n’a pas 
permis de maintenir une concentration en oxygène dissous suffisante pour supporter la croissance. 
En effet, à une agitation de 250 rpm, valeur maximale de la cascade d’agitation (150-250 rpm), et 
avec un débit d’air en entrée maximal (2 L/min), la concentration en oxygène dissous a chuté jusqu’à 
devenir nulle. L’arrêt de la croissance est donc sûrement dû à la limitation en oxygène.  
Tableau .3.16 : Comparaison du comportement de la bactérie à différentes température, sur les expériences CL-2EXL, 
CL25°C et CL-35°C 
Observation CL-25°C CL-2EXL (30°C) CL-35°C 
Biomasse initiale 
(mmol/L) 
1,05 0,12 0,95 
 
Phase 1 
10-24h 
Phase 2 
24-40h 
Phase 3 
40-
115h 
Phase 1 
6-22h 
Phase 2 
22-48h 
Phase 3 
48-
130h 
Phase 1 
2-12h 
Phase 2 
12-15h 
Phase 3 
15-30h 
Durée (h) 14 16 75 16 26 82 10 3 15 
Taux de croissance (h-1) 0,15 0,008 0,014 0,18 0,012 0,018 0,21 0,015 0,023 
Vitesse de 
consommation des 
acides aminés (mM/h) 
0,23 0,05 - 0,18 0,04 - 0,31 0,12 - 
Quantité d’ions 
ammonium produit 
(mmol/L) 
0,38 - - 1,01 - - 0,16 - - 
Vitesse de 
consommation du 
glucose (mM/h) 
0,22 0,17 0,35 0,18 0,26 0,52 0,50 0,16 0,49 
Vitesse de 
consommation des ions 
ammonium (mM/h) 
0,22 0,05 0,22 0,14 0,05 0,26 0,50 0,06 0,27 
Vitesse de production de 
la thiolutine (M/h) 
- 5,90 - - 4,25 - - 2,83 - 
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La production de thiolutine débute vers 12h pour l’expérience à 35°C et à 24h pour les expériences 
réalisées à 25°C et 30 °C. Pour les trois températures testées, la production de thiolutine semble être 
provoquée par l’épuisement des acides aminés consommés préférentiellement. La durée de la phase 
d’adaptation est très courte à 35°C. De ce fait la production de thiolutine est en partie associée à la 
seconde phase de croissance. La vitesse de production de la thiolutine diminue lorsque la 
température augmente, elle vaut 5,90 µM/h à 25°C, 4,25 µM/h à 30°C et 2,83 µM/h à 35°C. De plus, 
la quantité produite est 2 fois plus importante à 25°C qu’à 30 et 35°C. Il semblerait que 
l’augmentation de la température ait un effet négatif sur la production de thiolutine. La température 
est connue pour être un facteur influant sur la production des métabolites secondaires. Souvent la 
température optimale de croissance du micro-organisme est différente de la température optimale 
de production de la molécule d’intérêt (Masurekar, 2009). Costa and Badino, (2012) ont déterminé 
que la température optimale pour la production d’acide clavulanique par Streptomyces clavuligerus 
était de 20°C. L’augmentation de la température diminuant le rendement, à 25°C et 30°C, la quantité 
d’acide clavulanique produit était respectivement 2 et 7,5 fois inférieure. Au cours de leur étude, ils 
n’ont pas remarqué d’effet significatif de la température sur la croissance de S. clavuligerus entre 
25°C et 30°C. En revanche, la diminution de la température à 20°C provoque une diminution du taux 
de croissance ainsi que de la concentration maximale en biomasse de 30%.  
La température semble avoir un effet positif sur la croissance de Sa. algeriensis en augmentant le 
taux de croissance et en favorisant la quantité de biomasse produite pendant la phase 3. A contrario, 
l’augmentation de la température semble diminuer la vitesse de production de la thiolutine de 30% 
entre 25°C et 30°C et de 50% entre 25°C et 35°C ainsi que le titre maximal en thiolutine. Toutefois les 
résultats sur la production de thiolutine sont à prendre avec précaution, puisque la quantité produite 
pour deux expériences réalisées dans les mêmes conditions peut varier de près de 40%. 
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I.3.IV. Conclusion 
L’analyse des bilans azote, carbone et redox a permis de mettre en évidence une importante perte 
d’azote en cours de fermentation. En effet, certains phénomènes importants n’étaient pas pris en 
compte dans l’observation du système. Deux hypothèses ont ainsi été formulées : d’une part 
l’entrainement de l’ammonium par l’aération du fermenteur et d’autre part l’adsorption des acides 
aminés et des ions ammonium sur la biomasse suivie de leur désorption lors du lavage de celle-ci 
pour analyse. Malgré une régulation du pH à 7, pour lequel les ions ammonium sont fortement 
prédominants par rapport à l’ammonium aqueux, la perte d’azote par entrainement de l’ammonium 
s’est avérée non négligeable, allant jusqu’à 5% de l’azote total pour certaines expériences. Cette 
hypothèse a été vérifiée expérimentalement et un modèle d’équilibre thermodynamique associé à la 
dissociation de l’ammonium en phase aqueuse a permis de représenter ce phénomène de façon 
satisfaisante. La présence d’ions ammonium et, en plus faible proportion, des acides aminés dans le 
surnageant de lavage de la biomasse a été mise en évidence sur différents échantillons. Selon les 
expériences, on retrouve entre 6 et 20% de la quantité d’ammonium initiale et entre 3 et 18% des 
acides aminés initiaux dans le surnageant de lavage. L’hypothèse d’une adsorption de ces nutriments 
sur la paroi cellulaire suivie de leur désorption lors du lavage acide de la biomasse a été proposée 
pour expliquer ce phénomène. En effet, ces nutriments, importants pour la croissance de la bactérie, 
adhèreraient à la paroi bactérienne grâce à des liaisons ioniques formées avec les groupements 
carboxyle notamment. D’après nos analyses, effectuées sur six échantillons d’une fermentation dans 
les conditions standards, la quantité adsorbée de ces composés serait proportionnelle à la quantité 
de biomasse présente dans le fermenteur. Ce phénomène ayant été observé tardivement, il n’a pu 
être quantifié de manière systématique sur toutes les fermentations. Ainsi, la quantité de molécules 
adsorbée sur la biomasse a été estimée pour toutes les expériences en supposant cette relation de 
proportionnalité applicable à l’ensemble de notre jeu de données. Finalement, ces hypothèses ont 
permis de boucler les bilans azote de l’ensemble des expériences avec une erreur maximale 
inférieure à 13%. Cette erreur est équivalente au cumul des erreurs de mesure des composés pris en 
compte dans le calcul du bilan.  
D’autre part, l’étude des bilans carbone et redox a montré l’importance de l’erreur de mesure des 
composés de la phase gazeuse. La correction des données en dioxyde de carbone a permis de réduire 
l’erreur maximale sur le bilan carbone à 12%. La dérive sur le bilan carbone, étant observée 
majoritairement entre 12 et 50h de culture, la consommation d’un composé carboné apporté par 
l’extrait de levure pendant la première phase de croissance a été prise en compte. Finalement, la 
dérive maximale sur le bilan carbone a été diminuée à 9%, en deçà du cumul des erreurs de mesure 
sur les composés impliqués dans le bilan. 
 Après ces corrections, et malgré des bilans azote et carbone cohérents, le bilan redox restait 
largement incorrect. Cette erreur a été imputée au manque de précision de la mesure de la fraction 
molaire en dioxygène en cours de fermentation, la variation de celle-ci étant de l’ordre de grandeur 
de la précision de l’analyseur de gaz. La réconciliation des données a été utilisée afin de corriger les 
données et s’assurer que l’ensemble des données expérimentales satisfasse tous les bilans 
élémentaires.  
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Sur la base de ces données réconciliées, la croissance diauxique de Sa. algeriensis observée par Strub, 
(2008) a été confirmée. La bactérie croit, dans un premier temps, en consommant les acides aminés 
libres de l’extrait de levure, et à partir de 12h, en utilisant également un substrat carboné inconnu 
également issu de l’extrait de levure. Dans un deuxième temps, la croissance de la bactérie est 
effectuée en consommant le glucose et les ions ammonium du milieu de culture avec un taux de 
croissance 10 fois inférieur à celui de la première phase de croissance. L’épuisement des acides 
aminés consommés préférentiellement provoque un ralentissement important de la croissance et la 
production de thiolutine. Lors de l’ajout d’extrait de levure (« pulse ») en cours de fermentation, le 
métabolisme de la bactérie est immédiatement réorienté vers la consommation des acides aminés. 
La nouvelle carence en acides aminés est suivie d’une seconde phase de production de thiolutine. 
Toutefois, la quantité produite après le pulse est 10 fois inférieure à la quantité produite 
initialement. Cette différence dans le titre de thiolutine produit pourrait s’expliquer par l’âge plus 
avancé des pelotes. L’étude de l’impact de la morphologie de Sa. algeriensis sur la production de 
thiolutine, notamment la taille des pelotes, pourrait être envisagée. Dans un but d’optimisation de la 
production de thiolutine en quantité, il ne semble pas opportun de réaliser des cultures longues au 
cours desquelles la production serait induite à plusieurs reprises.  
L’influence de la température, entre 25°C et 35°C a été évaluée. Entre 25° et 30°C, la température 
semble avoir un impact positif sur la croissance de la bactérie. A 35°C, la biomasse se développe plus 
rapidement et en quantité plus importante, la biomasse obtenue à la fin de la première phase de 
croissance est 30% plus importante qu’à 25°C. Il semblerait que le métabolisme de la bactérie ne soit 
pas identique à 35°C à celui des températures inférieures. De plus, la forte demande en oxygène n’a 
pu être satisfaite dans les fermenteurs utilisés, la phase de déclin a donc commencé avant 
l’épuisement des substrats soutenant la croissance.  
Suite à ces observations, pour la modélisation, une fermentation de Sa. algeriensis est découpée en 
six phases distinctes. En plus des quatre phases définies par Strub, (2008), une phase de latence est 
ajoutée. Au cours de cette phase, seul le phénomène d’entrainement de l’ammonium dans la phase 
gazeuse est observé. De plus, la première phase de croissance (phase 1) est découpée en deux 
phases. La phase 1a débute à la fin de la phase de latence jusqu’à 12h de culture, elle est 
caractérisée par la consommation rapide des acides aminées du milieu de culture et production 
d’ions ammonium par désamination. Elle est suivie de la phase 1b, à partir de 12h, au cours de 
laquelle, en plus des acides aminés, la bactérie consomme également le substrat inconnu de l’extrait 
de levure. Le tableau .3.17 résume les différentes phases qui seront implémentées dans le modèle 
de comportement de Sa. algeriensis ainsi que les phénomènes associés et les bascules métaboliques 
identifiées. 
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Tableau .3.17 : Enchainement des phénomènes au cours de la fermentation, les temps de culture sont donnés à titre 
indicatif et ne représente pas une valeur exacte transposable à toutes les fermentations 
Phase Phénomènes observés Bascule métabolique 
Phase de 
latence 
Entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse non identifiée 
Phase 1a  
(5-12h) 
Croissance sur acides aminés 
+ Entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse 
A 12h de culture 
Phase 1b 
(12-20h) 
Croissance sur acides aminés 
+ Croissance sur substrat inconnu et ions ammonium 
+ Entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse 
Epuisement des acides 
aminés assimilables 
Phase 2 
(20-35h) 
Consommation du glucose pour la maintenance 
+ Production de thiolutine 
+ Entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse 
non identifiée* 
Phase 3  
(35-100h) 
Croissance sur glucose et ions ammonium 
+ Entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse 
Epuisement en substrat 
(glucose ou ions ammonium) 
Phase 4 
(100h-fin) 
Consommation du glucose pour la maintenance 
(pour une limitation en ions ammonium) 
+ Entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse 
(+Production de thiolutine) 
Fin de la fermentation 
*Constaté expérimentalement par l’évolution de la vitesse de production du dioxyde de carbone, et la reprise de la 
croissance 
L’entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse sera représenté à partir du modèle 
thermodynamique présenté au paragraphe I.3.I.2.1. En outre, une hypothèse de proportionnalité a 
été faite entre la quantité d’ions ammonium et d’acides aminés adsorbés et la quantité de biomasse 
dans le fermenteur. De manière à représenter simplement ce phénomène, la composition de la 
biomasse sera modifiée afin d’y inclure les molécules adsorbées. Cette modification sera explicitée 
au chapitre .4 dans la seconde partie du manuscrit. Finalement, il a été décidé de ne pas prendre en 
compte l’influence de la température dans le développement du modèle cinétique présenté dans la 
partie suivante. Une fois construit, le modèle sera testé sur les données obtenues à 25°C afin de 
valider ce choix. 
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La modélisation des systèmes biologiques 
La modélisation permet une représentation abstraite du système réel qui utilise des outils 
mathématiques et informatiques pour appréhender un ou des phénomènes auxquels on s’intéresse. 
En génie des procédés, le terme « modèle » se réfère à un ensemble d'équations mathématiques 
construites sur la base de données expérimentales acquises sur le système réel et permettant de 
représenter les relations entrée-sortie du système. D’une manière générale, la compréhension d’un 
processus passe par la représentation synthétique et partielle des phénomènes en question en 
prenant en compte certains paramètres associés. Le modèle ainsi développé permet d’appréhender 
le système réel, et également de rechercher comment l’optimiser. Pour chaque système réel, il existe 
de multiples modèles représentatifs, le choix dépend de l’objectif de la modélisation. Ainsi, la 
première étape de la modélisation consiste à définir l’objectif du modèle à construire. Le choix du 
modèle dépendra donc de la définition du cadre de la modélisation incluant l’objectif et les 
contraintes liées au modèle. Une contrainte lors de la définition d’un modèle vient du niveau de 
connaissance associé au phénomène étudié. Parfois, le degré de connaissance définira le niveau 
d’abstraction du modèle final. Dans le cas des systèmes biologiques, la connaissance du métabolisme 
du micro-organisme est souvent limitante à cause de la complexité des mécanismes mis en jeu 
(Hodgson, 2000 ; Martin and Demain, 1980), incluant : 
 Un nombre important de réactions métaboliques, 
 Un système de régulation complexe souvent mal connu, 
 Une forte dépendance aux conditions extérieures. 
L’industrie montre un intérêt croissant pour l’utilisation des micro-organismes, en raison de leur 
capacité à produire des molécules à forte valeur ajoutée comme des antibiotiques, des agents anti-
tumoraux ou encore des acides aminés. Au début des années 2000, le marché mondial des 
métabolites primaires et secondaires produits par des micro-organismes atteignait 122 milliards de 
dollars (Demain and Adrio, 2008). Dans ce contexte, l’industrie biotechnologique peut bénéficier de 
l’utilisation de la modélisation du comportement des micro-organismes dans le but de comprendre, 
prédire, optimiser et contrôler les procédés biotechnologiques. Par exemple, l’utilisation de modèles 
stœchiométriques permet, en ingénierie métabolique, de prédire les voies d’optimisation des 
souches productrices de métabolites d’intérêt (Cvijovic et al., 2011 ; Tyo et al., 2010 ; Wiechert and 
Noack, 2011). La modélisation est également utile pour l’optimisation des conditions opératoires, et 
des coûts de production (Brass et al., 1997) ainsi que pour le développement de stratégies de 
contrôle des bioprocédés (Ashoori et al., 2009). 
Les différents objectifs de modélisation du comportement des micro-organismes conduisent à la 
construction de modèles différents. Alors que l’ingénierie métabolique nécessite un modèle 
stœchiométrique précis, un modèle comportemental peut être suffisant pour le contrôle de 
procédés de fermentation. Les différents types de modèles sont classés en deux grandes familles 
(Roubos, 2002): 
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 Les modèles non-structurés (black-box) sont basés sur l’observation du système. Cette 
famille comprend les modèles pour lesquels la biomasse est considérée comme un seul 
composé homogène de composition constante. Ces modèles sont basés sur l’observation des 
cinétiques macroscopiques au sein d’un bioréacteur, représentées par des modèles 
phénoménologiques. Le développement de ce type de modèle est rapide et ne requiert que 
peu de connaissances, a priori, du système. Toutefois, le caractère prédictif de ces modèles 
est limité aux conditions opératoires testées. 
 A l’opposé, les modèles structurés (white-box) sont développés à partir d’une connaissance 
approfondie du système étudié. Dans ces modèles la biomasse est différenciée, par la 
modélisation, en différentes structures intracellulaires. Les modèles les plus complexes font 
intervenir les lois fondamentales de la chimie et de la physique ainsi que des connaissances 
poussées sur la physiologie, les principes de la biochimie et le métabolisme des micro-
organismes. Ces modèles s’appuient sur un savoir et demandent peu d’expérimentations. 
Toutefois, le développement de ce type de modèle peut s’avérer long et complexe 
notamment en raison du manque de connaissances à propos des mécanismes impliqués dans 
le métabolisme des micro-organismes étudiés. 
Dans les paragraphes suivants, nous allons revenir plus en détail sur chaque famille de modèles, et 
présenter quelques exemples dans le cadre de la modélisation des procédés de fermentation des 
micro-organismes filamenteux. 
II.1.I. Les modèles non-structurés : observation macroscopique du 
système biologique 
Cette famille comprend les modèles pour lesquels la biomasse est considérée comme un seul 
composé homogène de composition constante. Les vitesses de croissance, de consommation de 
substrats et de production de métabolites sont représentées par des équations mathématiques qui 
peuvent faire intervenir des conditions environnementales comme le pH ou la température. Les 
paramètres de ces modèles n’ont pas de signification physique, chimique ou biologique au sens 
strict. Toutefois, il reste possible d’interpréter le modèle biologiquement. 
II.1.I.1. Description de la vitesse de croissance des micro-organismes 
La description de la vitesse de croissance par les modèles phénoménologiques s’appuie sur trois 
modèles de base : le modèle exponentiel, le modèle logistique et le modèle de Monod. L’objectif 
commun du modèle logistique et du modèle de Monod est de représenter correctement les parties 
non exponentielles de la croissance. 
II.1.I.1.1. Modèle exponentiel 
La première théorie sur la croissance de populations remonte au XVIIIème siècle avec l’essai de 
Malthus intitulé « An essay on the principle of population ». Sa théorie suggérait une représentation 
de la variable population (X) suivant la forme présentée par l’équation .1.1.1. 
𝑑𝑋
𝑑𝑡
=  𝛽𝑋     (Malthus, 1798)         (.1.1.1) 
Le paramètre β est le taux spécifique de croissance Malthusien. Ce modèle reproduit un 
accroissement exponentiel de population, mais il ne permet pas de représenter l’évolution d’une 
population qui tend vers un nombre fini. 
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II.1.I.1.2. Modèle logistique 
Afin de modéliser la croissance d’une population animale se stabilisant au cours du temps, Verhulst 
propose dès 1838 une équation différentielle qui sera connue sous le nom de loi logistique. Cette loi 
repose sur l’hypothèse que l’accroissement relatif d’une variable y modélisée décroît de façon 
linéaire avec elle (équation .1.1.2).  
𝑑𝑦
𝑑𝑡
= 𝑎. 𝑦 (1 −
𝑦
𝐾
)    (Verhulst, 1838)             (.1.1.2) 
Les applications de cette loi sont aujourd’hui généralisées (description de croissance cellulaire, 
d’organes ou d’organismes). L’expression avait toutefois été oubliée après sa première exposition 
par Verhulst, ce n’est que bien plus tard, que Pearl (1927) l’a adaptée dans le cas de la description 
d’une cinétique de croissance microbienne (équation .1.1.3). La variable X représente la population 
microbienne. 
𝜇 =
1
𝑋
𝑑𝑋
𝑑𝑡
= 𝜇𝑚𝑎𝑥 (1 −
𝑋
𝑋𝑚𝑎𝑥
)        (Pearl, 1927)          (.1.1.3) 
Le paramètre μmax est le taux spécifique de croissance maximal, supposé atteint dès le début de la 
culture. Xmax correspond à la population maximale qui est obtenue lors de la phase stationnaire. 
Le modèle logistique permet de représenter des valeurs expérimentales par des équations 
mathématiques mais il n’autorise que difficilement l’émission d’hypothèses sur les voies 
métaboliques actives ou non du micro-organisme. 
II.1.I.1.3. Modèle de Monod 
Le modèle de Monod est la référence en matière de modélisation de croissance microbienne. Il 
donne une relation entre le taux spécifique de croissance µ et la concentration en substrat limitant S 
(équation .1.1.4).  
𝜇 =
1
𝑋
𝑑𝑋
𝑑𝑡
= 𝜇𝑚𝑎𝑥
𝑆
𝑆+𝐾𝑆
             (Monod, 1941)      (.1.1.4) 
Le paramètre μmax est le taux spécifique de croissance maximal, KS (constante de saturation) 
représente la concentration en substrat pour laquelle μ est égal à la moitié de μmax. On distingue trois 
cas en fonction de la concentration en substrat et de la valeur de la constante de saturation Ks : 
 Pour de faibles valeurs de KS (Ks << S), le taux de croissance est proche de sa valeur maximale 
( ≈ max). La perte de vitesse de croissance est très brutale et n’intervient que lors de 
l’épuisement complet du substrat. Avant l’épuisement du substrat, l’équation de Monod est 
équivalente à une cinétique d’ordre zéro. 
 Pour des valeurs élevées de KS (Ks >> S), on se rapproche d’une loi de type logistique, avec un 
point d’inflexion au centre de symétrie de la courbe. L’équation correspond à une cinétique 
du premier ordre. 
 Lorsque la valeur de Ks est proche de la concentration en substrat dans le milieu (Ks ≈ S), 
l’équation de Monod décrit une cinétique réactionnelle d’ordre complexe. 
Le modèle de Monod ressemble fortement à celui de Michaelis-Menten qui régit les cinétiques des 
réactions enzymatiques. Pourtant, aucun lien conceptuel n’existe entre ces deux équations. En effet, 
la croissance microbienne ne peut en aucun cas être résumée à une simple réaction enzymatique, 
qui imposerait sa cinétique à l’ensemble du problème. Dans ces conditions, l’auteur, lui-même, 
souligne l’impossibilité de donner un sens physique ou biologique aux paramètres de ce modèle 
(Monod, 1941).  
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II.1.I.1.4. Adaptation des modèles de base visant à prendre en compte 
différentes limitations et inhibitions 
De nombreux auteurs se sont inspirés des modèles de base, notamment du modèle de Monod en y 
apportant des modifications visant à améliorer l’ajustement des données. Dans la suite de ce 
paragraphe, une liste non exhaustive de ces modèles phénoménologiques est présentée. Le tableau 
.1.1 présente des modèles basés sur la loi logistique modifiée dans le but d’obtenir une meilleure 
adéquation des données lors de la phase de ralentissement de la croissance. Le tableau .1.2 
présente des modèles basés sur le modèle de Monod pour lequel le terme de limitation en substrat 
est modifié. Les modifications courantes du modèle de Monod sont liées à la prise en compte de 
phénomènes d’inhibition. Le tableau .1.3 présente les modèles modifiés dans le but de prendre en 
compte uneinhibition par le substrat et le tableau .1.4 présente les modèles pour lesquels un terme 
d’inhibition par un produit métabolique est ajouté. Enfin, le modèle de Tessier (1942) ainsi que les 
différents modèles qui en découlent sont présentés dans le tableau .1.5. 
Tableau .1.1 : Modèles dérivés de la loi logistique (max : taux de croissance maximal, X : biomasse, K : biomasse 
maximale) 
Modèle Remarque Référence 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿 𝐥𝐧(
𝑲
𝑿
)  Gompertz, 1825 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿(𝟏 − (
𝑿
𝑲
)
𝟏
𝒏⁄
) n : constante strictement positive 
Richards, 1959 
Nelder, 1961 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
=
𝝁𝒎𝒂𝒙
𝑲𝒏
𝑿𝟏−𝒏𝒑(𝑲𝒏 −𝑿𝒏)𝟏+𝒑 
n et p : constantes telles que : 
𝑛 > 0 
−1 < 𝑝 < 1 𝑛⁄  
Turner Jr. et al., 
1976 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿(
𝑲 − 𝑿
𝑲+
𝝁𝒎𝒂𝒙
𝒄 𝑿
) 
c : taux de maintenance pendant la 
phase stationnaire 
Smith, 1963 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝒂(𝑲 − 𝑿)𝒃 
a et b : constantes strictement 
positives 
Blumberg, 1968 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝜶 (𝟏 − (
𝑿
𝑲
)
𝜷
)
𝜸
 ,  et : constantes positives 
Tsoularis and 
Wallace, 2002 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝟏
𝟏 +
𝒂𝒆𝒃𝒕
𝝁𝒎𝒂𝒙 − 𝒂
 a et b : constantes 
t : temps 
Amrane and 
Prigent, 1994 
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𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝟏
𝟏 +
𝒂𝒆𝒃𝑷
𝝁𝒎𝒂𝒙 − 𝒂
 a et b : constantes 
P : concentration en produit 
Amrane and 
Prigent, 1994 
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Tableau .1.2 : Modèles présentant une modification du terme de limitation en substrat (max : taux de croissance 
maximal, X : biomasse, S : concentration en substrat, KS : constante de saturation du modèle de Monod) 
Modèle Remarque Référence 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺𝒏
𝑺𝒏 +𝑲𝑺
 
n : constante strictement 
positive 
Moser, 1958 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿(
𝑬𝟏
𝑲𝑬𝟏 + 𝑬𝟏
)…(
𝑬𝒏
𝑲𝑬𝒏 +𝑬𝒏
) 
𝝁𝒎𝒂𝒙 = (𝒌𝟎 +
𝒌𝟏𝑺𝟏
𝑲𝑺𝟏 + 𝑺𝟏
+⋯+
𝒌𝒎𝑺𝒎
𝑲𝒎 + 𝑺𝑺𝒎
) 
E : substrats essentiels à la 
croissance (par exemple source 
C et N…) 
n : nombre de substrat essentiel 
à la croissance 
KE : constante de saturation du 
modèle de Monod 
S : substrats permettant 
d’améliorer la croissance (par 
exemple facteur de croissance) 
m : nombre de substrats 
améliorant la croissance 
k : constantes cinétiques 
KS : constantes basées sur la 
constante du modèle de Monod 
Tsao and Hanson, 
1975 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑲𝑺 − 𝑺
  
Hanson and Tsao, 
1972 
 
Tableau .1.3 : Modèles exprimant une inhibition par le substrat (max : taux de croissance maximal, X : biomasse,          
S : concentration en substrat, KS : constante de saturation du modèle de Monod) 
Modèle Remarque Référence 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
(𝑺 + 𝑲𝑺) (𝟏 +
𝑺
𝑲𝒊
)
 Ki : constante d’inhibition Andrews, 1968 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺 +
𝑺𝟐
𝑲𝒊
(𝟏 +
𝑺
𝑲
) 
Ki : constante d’inhibition 
K : constante (signification non 
précisée) 
Webb, 1963 
Edwards, 1970 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺 +
𝑺𝟐
𝑲𝒊
(𝟏 +
𝑺
𝑲)
 
Ki : constante d’inhibition 
K : constante (signification non 
précisée) 
Edwards, 1970 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
𝒆
−𝑺
𝑲𝒊
⁄
 Ki : constante d’inhibition Edwards, 1970 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
,       𝐰𝐡𝐞𝐧 𝐒 < 𝐒𝐜 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
−𝑲𝒊(𝑺 − 𝑺𝒄), 
𝐰𝐡𝐞𝐧 𝐒 > 𝐒𝐜 
Ki : constante d’inhibition 
SC : concentration critique en 
substrat 
Wayman and 
Tseng, 1976 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
(𝟏 −
𝑺
𝑺𝒄
)
𝒏
 
SC : concentration critique en 
substrat 
n : constante strictement 
positive 
Luong, 1987 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿(𝟏 −
𝑺
𝑺𝒄
)
𝒏 𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺 (𝟏 −
𝑺
𝑺𝒄
⁄ )
𝒎 
SC : concentration critique en 
substrat 
n et m : constante strictement 
positive 
Han and 
Levenspiel, 1988 
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Tableau .1.4 : Modèles exprimant une inhibition par un produit métabolique (max : taux de croissance maximal, X : 
biomasse, S : concentration en substrat, KS : constante de saturation du modèle de Monod, P : concentration en produit) 
Modèle Remarque Référence 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑩𝑿
 
B : constante (signification non 
précisée) 
Contois, 1959 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
(𝟏 − 𝑲𝑷𝑷) KP : constante d’inhibition Hinshelwood, 1946 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
𝒆−𝑲𝑷𝑷 KP : constante d’inhibition Aiba et al., 1968 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
𝑲𝑷
𝑲𝑷 +𝑷
 KP : constante d’inhibition 
Aiba and Shoda, 
1969 
Novak et al., 1981 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑲𝑷
𝑷 +𝑲𝑷
 KP : constante d’inhibition Tayeb et al., 1984 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
(𝟏 −
𝑷
𝑷𝒄
)
𝟎,𝟓
 
PC : concentration critique en 
produit 
Bazua and Wilke, 
1977 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
− (
𝒂𝑷
𝒃 − 𝑷
) 
a et b : constante strictement 
positive 
Bazua and Wilke, 
1977 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
(𝟏 −
𝑷
𝑷𝒄
)
𝒏
 
PC : concentration critique en 
produit 
n : constante strictement 
positive 
Levenspiel, 1980 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿(𝟏 −
𝑷
𝑷𝒄
)
𝒏
 
PC : concentration critique en 
produit 
n : constante strictement 
positive 
Levenspiel, 1980 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿(𝟏 −
𝑷
𝑷𝒄
)
𝒏 𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺 (𝟏 −
𝑷
𝑷𝒄
⁄ )
𝒎 
PC : concentration critique en 
produit 
n et m : constante strictement 
positive 
Han and 
Levenspiel, 1988 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿(𝟏 −
𝑿
𝑿𝒄
)
𝒏 𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺 (𝟏 −
𝑿
𝑿𝒄
⁄ )
𝒎 
XC : concentration critique en 
biomasse (produit inhibiteur) 
n et m : constante strictement 
positive 
Han and 
Levenspiel, 1988 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 +𝑲𝑺
(𝟏 − (
𝑷
𝑷𝒄
)
𝒏
) 
PC : concentration critique en 
produit 
n : constante strictement 
positive 
Luong, 1985 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
(𝟏 − 𝑲𝑷𝑷) KP : constante d’inhibition 
Ramkrishna et al., 
1967 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺 (
𝑷
𝑲𝑷
+ 𝟏)
𝟐 KP : constante d’inhibition 
Leh and Charles, 
1989 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑲𝑺 + 𝑺(𝟏 +
𝑷
𝑲𝑷
⁄ )
 KP : constante d’inhibition 
Ishizaki and Ohta, 
1989 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 +𝑲𝑺
,      𝐰𝐡𝐞𝐧 𝐏 <  𝐏𝐜 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
𝒆(−𝒌(𝑷−𝑷𝒄)), 
𝐰𝐡𝐞𝐧 𝐏 >  𝐏𝐜 
PC : concentration critique en 
produit 
k : constante empirique 
Yeh et al., 1991 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿(𝟏 − 𝒂(𝑷 − 𝒃)) a et b : constantes empiriques 
Holzberg et al., 
1967 
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Tableau .1.5 : Modèles basés sur le modèle de Tessier (max : taux de croissance maximal, X : biomasse,                             
S : concentration en substrat, KS : constante de saturation du modèle de Monod) 
Modèle Remarque Référence 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿(𝟏 − 𝒆
−𝑺
𝑲𝑺
⁄
)  Tessier, 1942 
Prise en compte d’une inhibition par le substrat 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿(𝒆
−𝑺
𝑲𝒊
⁄
− 𝒆
−𝑺
𝑲𝑺
⁄
) Ki : constante d’inhibition Edwards, 1970 
Prise en compte d’une inhibition par un produit métabolique 
𝒅𝑿
𝒅𝒕
= 𝝁𝒎𝒂𝒙𝑿𝒆
(−𝒂𝑷+𝒃) 
P : concentration en produit 
a et b : constantes empiriques 
Taniguchi et al., 
1987 
 
Comme il est possible de le voir dans les tableaux .1.1 à .1.5 existe une grande variété d’équations 
phénoménologiques permettant de décrire la croissance des micro-organismes en prenant en 
compte différents phénomènes comme l’inhibition par le substrat ou un produit métabolique. Le 
nombre de paramètres et la complexité des modèles présentés sont variables, mais le point commun 
de l’ensemble de ces modèles est qu’ils s’inspirent tous des trois modèles de référence présentés 
précédemment.  
II.1.I.2. Description de la vitesse de consommation des substrats 
La vitesse de consommation du substrat dépend des 3 activités principales de la cellule, à savoir, la 
croissance, la production de métabolites et la formation de réserves énergétiques. Il en résulte 
l’équation bilan .1.1.5. 
−
𝑑𝑆
𝑑𝑡
=
1
𝑌𝑋/𝑆
𝑑𝑋
𝑑𝑡
+
1
𝑌𝑃/𝑆
𝑑𝑃
𝑑𝑡
+𝑚𝑋            (.1.1.5) 
Les variables YX/S et YP/S représentent les rendements en biomasse et en produit par rapport au 
substrat respectivement, m est la constante de maintenance. 
II.1.I.3. Description de la vitesse de production de métabolites par un micro-
organisme 
La cinétique de production de métabolites au cours de la croissance est liée au taux de croissance de 
la biomasse et à la quantité de biomasse à l’instant t. En général, la production de métabolites est 
représentée par le modèle de Luedeking-Piret (1959) présenté par l’équation .1.1.6. 
𝑑𝑃
𝑑𝑡
= 𝛼
𝑑𝑋
𝑑𝑡
+ 𝛽𝑋            (.1.1.6) 
Le premier terme de cette équation représente la production de métabolites pendant la phase de 
croissance du micro-organisme (trophophase), on parle de métabolites primaires. La production de 
métabolites secondaires a lieu après la phase de croissance, pendant la phase stationnaire 
(idiophase). Elle correspond au second terme du modèle de Luedeking-Piret (1959).  
En posant, la vitesse spécifique de production du métabolite :    𝑣𝑃 =
1
𝑋
𝑑𝑃
𝑑𝑡
  ,            (.1.1.7) 
et le taux spécifique de croissance :      𝜇 =
1
𝑋
𝑑𝑋
𝑑𝑡
  ,              (.1.1.8) 
on obtient la relation suivante :   𝑣𝑃 = 𝛼𝜇 + 𝛽              (.1.1.9) 
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Cette expression permet de traduire le couplage partiel de la production de métabolites avec la 
croissance bactérienne. Dans le cas où β est nul, la production et la croissance sont simultanées. A 
contrario, si α est nul, la production du métabolite est totalement découplée de la croissance. 
Le tableau .1.6 présente plusieurs formulations, dérivées du modèle de Luedeking-Piret, proposées 
pour représenter la vitesse spécifique de production du métabolite. Dans le tableau .1.7, plusieurs 
modèles, permettant de décrire la vitesse spécifique de production d’un métabolite, non inspiré du 
modèle de Luedeking-Piret, sont présentés. 
Tableau .1.6 : Modèles, basés sur le modèle de Luedeking-Piret, exprimant la vitesse spécifique de production d'un 
métabolite ( : taux de croissance) 
Modèle Remarque Référence 
𝝂 = 𝟐𝒇(
𝒀𝑷/𝑺
𝒀𝑿/𝑺
𝝁 +𝒎𝒀𝑷/𝑺) 
f : fraction en substrat consommé pour la 
fermentation (dépend de la température) 
YP/S : rendement en produit par rapport au 
substrat 
YX/S : rendement en biomasse par rapport 
au substrat 
m : coefficient de maintenance 
Boulton, 1980 
Caro et al., 1991 
𝒅𝑷
𝒅𝒕
= 𝒂 𝐥𝐧
𝑿
𝝁
− 𝒃 − 𝒄𝑷 
a, b et c : constantes empiriques 
X : biomasse 
P : concentration en substrat 
Holzberg et al., 1967 
𝒗 = 𝒂𝝁 + 𝒃(𝟏 − 𝒆−𝒄𝝁) a, b et c : constantes empiriques 
Raucourt et al., 1989 
Amrane and Prigent, 
1994 
𝝂 = 𝒀𝑷/𝑿𝝁 
YP/S : rendement en produit par rapport à 
la biomasse 
Coleman and Block, 
2006 
𝝂 = 𝒀𝑷/𝑿
𝝁𝒎𝒂𝒙𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
+ 𝜶 
max : taux de croissance maximal 
S : concentration en substrat 
KS : constante de saturation 
YP/S : rendement en produit par rapport à 
la biomasse 
 : constante (signification non spécifiée) 
Gomez et al., 2013 
𝒗 = (𝜶𝝁 + 𝜷)
𝑲𝒊
𝑲𝒊 + 𝑺
 
 et  : constante du modèle de 
Luedeking-Piret 
Ki : constante d’inhibition 
S : concentration en substrat 
Wang et al., 2008 
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Tableau .1.7 : Modèle exprimant la vitesse spécifique de production d'un métabolite (vm : vitesse maximale de 
production, S : concentration en substrat, P : concentration en produit) 
Modèle Remarque Référence 
𝝂 = 𝝂𝒎𝒆
(−𝑲𝑷) K : constante empirique Aiba et al., 1968 
𝒗 = 𝒗𝒎
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
(𝟏 − (
𝑷
𝑷𝒄
)
𝒏
) 
KS : constante de saturation 
PC : concentration en produit au dessus de 
laquelle les cellules ne produisent plus 
n : constante strictement positive 
Luong, 1985 
𝒗 = 𝒗𝒎
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
𝑲𝑷
𝑲𝑷 +𝑷
 
KS : constante de saturation 
KP : constante d’inhibition 
Ohara et al., 1992 
𝒗 = 𝒗𝒎
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
,   𝐰𝐡𝐞𝐧 𝐏 <  𝐏𝐜 
𝒗 = 𝒗𝒎
𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
𝒆(−𝒌(𝑷−𝑷𝒄)),
𝐰𝐡𝐞𝐧 𝐏 >  𝐏𝐜 
KS : constante de saturation 
PC : concentration critique en produit 
k : constante empirique 
Yeh et al., 1991 
𝒗 = 𝒂𝑺 a : constante cinétique 
Hanson and Tsao, 
1972 
𝒗 = 𝒗𝒎 (𝟏 − 𝒆
−𝒕 𝒕𝒎⁄ ) 
t : temps 
tm : temps de début de production 
Bona and Moser, 
1997 
𝝂 =
𝒗𝒎𝑺
𝑺 + 𝑲𝑺
 KS : constante de saturation Cramer et al., 2002 
𝒗 = 𝒗𝒎 (𝟏 −
𝑷
𝑷𝒄
) PC : concentration critique en produit Kiviharju et al., 2006 
𝒗 = 𝒗𝒎
𝑺
𝑲𝑷 + 𝑺(𝟏 +
𝑺
𝑲𝒊
⁄ )
− 𝒌𝑷 
KP : constante de saturation 
Ki : constante d’inhibition 
k : constante de dégradation du produit 
Bajpai and Reuß, 1981 
Moser and Schneider, 
1989 
𝒗 = 𝒗𝒎
𝟏
𝟏 +𝑲𝑰𝑺
− 𝒌𝑷 
Ki : constante d’inhibition 
k : constante de dégradation du produit 
Gelmi et al., 2002 
 
II.1.I.4. Prise en compte de l’influence des paramètres environnementaux 
Certains modèles tiennent compte de l’influence des paramètres environnementaux comme la 
température, le pH, ou encore la pression en oxygène dissous sur le taux de croissance de la 
biomasse. Après avoir défini les cinétiques de croissance, consommation en substrat et production 
des métabolites d’intérêt selon les équations précédemment présentées, les paramètres cinétiques 
sont modifiés par l’ajout de fonction sur les paramètres environnementaux. Nous allons présenter 
dans ce paragraphe, différents modèles permettant de représenter l’influence des variables 
environnementales sur le taux de croissance de la biomasse.  
II.1.I.4.1. Influence de la température 
L’influence de la température sur les cinétiques enzymatiques peut être représentée par la loi 
d’Arrhénius en dessous d’une température critique. En effet, l’activité enzymatique augmente avec la 
température jusqu’à une température seuil à partir de laquelle les protéines sont dénaturées, 
l’activité diminue alors rapidement. En considérant deux configurations possibles pour les enzymes 
(active et inactive) et en supposant qu’elles soient dénaturées par une réaction réversible d’enthalpie 
(Hd, KJ/mol), Esener et al. (1983, 1981) proposent de décrire l’effet de la température sur l’activité 
enzymatique par une réaction d’activation-inactivation. L’équilibre entre les fractions d’enzyme 
active (𝑓𝑎) et inactive (𝑓𝑖) peut être décrit par l’équation .1.1.10. 
𝑓𝑖 = 𝑓𝑎𝐾𝑒
(
−∆𝐻𝑑
𝑅𝑇⁄ )      avec 𝑓𝑖 + 𝑓𝑎 = 1    (.1.1.10) 
Où K est une constante sans dimension, R et la constante des gaz parfait égale à 8,314.10-3 kJ/(mol.K) 
et T la température en K.  
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En considérant une influence similaire de la température sur le taux de croissance de la biomasse et 
en admettant que seules les enzymes actives sont responsables de la croissance, le taux de 
croissance peut être représenté par l’équation .1.1.11. 
𝜇𝑚𝑎𝑥 =
𝐴 𝑒𝑥𝑝(
−𝐸𝑎
𝑅𝑇⁄ )
1+𝐾 𝑒𝑥𝑝(
−Δ𝐻𝑑
𝑅𝑇⁄ ) 
       (.1.1.11) 
Où A est une constante en h-1et Ea est l’énergie d’activation de la réaction de croissance en kJ/mol  
Sur le même principe, Hinshelwood (1946) a développé un modèle selon lequel la réaction de 
croissance et la réaction de dénaturation des protéines suivent une loi d’Arrhénius (équation 
.1.1.12).  
𝜇𝑚𝑎𝑥 = 𝑘1𝑒
(
−𝐸𝑎
𝑅𝑇⁄ ) − 𝑘2𝑒
(
−Δ𝐻𝑑
𝑅𝑇⁄ )               (.1.1.12) 
Où k1 et k2 sont des constantes en h-1. 
Toutefois ce type de modèle sous-entend que le taux de croissance serait contrôlé par la vitesse 
d’une réaction enzymatique limitante qui imposerait sa cinétique à l’ensemble du phénomène. Or, la 
croissance bactérienne est un phénomène complexe qui ne peut être résumé à une seule réaction 
enzymatique. Les modèles de type « racine carrée » sont alors généralement préférés pour décrire 
l’influence de la température sur le taux de croissance. Le premier modèle de cette famille, 
développé par Ratkowsky et al. (1982), est présenté par l’équation .1.1.13.  
𝜇𝑚𝑎𝑥 = (𝑏(𝑇 − 𝑇𝑚𝑖𝑛))
2
                  (.1.1.13) 
Où b est une constante en h-0,5°C-1, T est la température en °C et Tmin la température minimale pour 
laquelle la croissance est observée en °C. 
Ce modèle, sans signification biologique, ne permet de décrire l’influence de la température sur le 
taux de croissance que pour des températures inférieures à la température optimale de croissance. Il 
a donc été complété pour décrire l'évolution du taux de croissance sur la totalité de la plage des 
températures pour lesquelles la croissance est observable (Ratkowsky et al., 1983, équation .1.1.14; 
Zwietering et al., 1991, équation .1.1.15). 
𝜇𝑚𝑎𝑥 = (𝑏(𝑇 − 𝑇𝑚𝑖𝑛)(1 − 𝑒
(−𝑐(𝑇−𝑇𝑚𝑎𝑥))))
2
      (.1.1.14) 
𝜇𝑚𝑎𝑥 = (𝑏(𝑇 − 𝑇𝑚𝑖𝑛))
2
(1 − 𝑒(−𝑐(𝑇−𝑇𝑚𝑎𝑥)))      (.1.1.15) 
Où c est une constante en °C-1, Tmax la température maximale pour laquelle la croissance est observée 
en °C. 
Rosso et al. (1993) ont introduit le modèle des températures cardinales avec point d’inflexion (CTMI). 
Ce modèle comporte quatre paramètres ayant une signification biologique : 
 Tmin (°C), la température en deçà de laquelle aucune croissance n’est observée, 
 Tmax (°C), la température au delà de laquelle la croissance n’est plus possible, 
 Topt (°C), la température optimale de croissance, 
 opt (h
-1), le taux de croissance maximal observé pour Topt. 
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Ce modèle a ensuite été généralisé pour l’appliquer à différents facteurs environnementaux (𝑓) sous 
le nom de modèle cardinal (équation .1.1.16, Rosso, 1995; Rosso and Robinson, 2001). 
𝜇𝑚𝑎𝑥
=
{
 
 
 
 
0                                                                                                                                                                             , 𝑓 ≤ 𝑓𝑚𝑖𝑛               
𝜇𝑜𝑝𝑡
(𝑓 − 𝑓𝑚𝑖𝑛)
𝑛(𝑓 − 𝑓𝑚𝑎𝑥)
(𝑓𝑜𝑝𝑡 − 𝑓𝑚𝑖𝑛)
𝑛−1
((𝑓𝑜𝑝𝑡 − 𝑓𝑚𝑖𝑛)(𝑓 − 𝑓𝑜𝑝𝑡) − (𝑓𝑜𝑝𝑡 − 𝑓𝑚𝑎𝑥) ((𝑛 − 1)𝑓𝑜𝑝𝑡 + 𝑓𝑚𝑖𝑛 − 𝑛𝑓))
    , 𝑓𝑚𝑖𝑛 < 𝑓 < 𝑓𝑚𝑎𝑥
0                                                                                                                                                                             , 𝑓 ≥ 𝑓𝑚𝑎𝑥               
 
(.1.1.16) 
Où 𝑓𝑚𝑖𝑛, 𝑓𝑚𝑎𝑥 et 𝑓𝑜𝑝𝑡 sont respectivement les valeurs minimale, maximale et optimale pour la 
croissance du facteur environnemental considéré et n est un paramètre de forme. 
Le CTMI a été comparé aux modèles de Hinshelwood (1946), Ratkowsky et al. (1983) et Zwietering et 
al. (1991) sur 47 jeux de données sur différents critères (signification biologique des paramètres, 
ajustement aux données, corrélation structurelle et facilité d’identification). Les auteurs concluent 
que ce modèle est préférable à ces trois compétiteurs (Rosso et al., 1993). 
II.1.I.4.2. Influence du pH et de l’activité de l’eau 
L’influence du pH et de l’activité de l’eau sur le taux de croissance des micro-organismes peut être 
modélisée par des modèles identiques à ceux présentés au paragraphe précédent traitant de 
l’influence de la température (équation .1.1.13 à .1.1.16). En effet, les modèles de type racine 
carré ont été adaptés pour décrire l’influence du pH (équation .1.1.17, Adams et al., 1991; équation 
.1.1.18, Wijtzes et al., 2001, 1995) et de l’activité de l’eau ( équation .1.1.19, Gibson et al., 1994; 
équation .1.1.20, McMeekin et al., 1987; Zwietering et al., 1992).  
𝜇𝑚𝑎𝑥 = (𝑏(𝑝𝐻 − 𝑝𝐻𝑚𝑖𝑛))
2
       (.1.1.17) 
𝜇𝑚𝑎𝑥 = 𝑏(𝑝𝐻 − 𝑝𝐻𝑚𝑖𝑛)(𝑝𝐻 − 𝑝𝐻𝑚𝑎𝑥)   (.1.1.18) 
𝜇𝑚𝑎𝑥 = (𝑏(𝑎𝑤 − 𝑎𝑤𝑚𝑖𝑛)(1 − 𝑒
(𝑐(1−𝑎𝑤))))
2
      (.1.1.19) 
𝜇𝑚𝑎𝑥 = 𝑏(𝑎𝑤 − 𝑎𝑤𝑚𝑖𝑛)    (.1.1.20) 
Le modèle cardinal généralisé peut également être utilisé pour la représentation de l’influence de ces 
facteurs sur le taux de croissance (équation .1.1.16). Ainsi le modèle des pH cardinaux (CPM) décrit 
l’effet du pH (Rosso et al., 1995) et le modèle des aw cardinales (CAM) celui de l’activité de l’eau 
(Rosso and Robinson, 2001). 
Des modèles ont été proposés pour décrire simultanément l'effet de la température, du pH et de 
l'activité de l'eau. Les effets de ces facteurs sont multipliés en supposant qu’ils agissent de façon 
indépendante sur le taux de croissance c’est à dire que les interactions entre ces facteurs 
environnementaux sont négligeables sur le domaine de croissance des micro-organismes (Coroller et 
al., 2005; Cuppers et al., 1997; Panagou et al., 2003; Ross et al., 2003; Wijtzes et al., 2001). 
II.1.I.4.3. Influence de la concentration en dioxygène dissous 
Pour les procédés de fermentation aérobie, le dioxygène est un substrat important pour la croissance 
des micro-organismes. Si le dioxygène dissous n’est pas en excès, il devient un substrat limitant et le 
taux de croissance dépend alors de la concentration en dioxygène dissous. Dans ce cas, la 
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dépendance du taux de croissance à la concentration en dioxygène peut être représentée par le 
modèle de Monod (équation .1.1.21, Koutinas et al., 2003; Longhi et al., 2004; Slininger et al., 
2014). 
𝜇 = 𝜇𝑚𝑎𝑥
𝐷𝑂
𝐷𝑂+𝐾𝑂
        (.1.1.21) 
Où DO représente la concentration en dioxygène dissous et mol/L et KO est la constante de 
saturation du modèle de Monod pour le dioxygène (mol/L). Dans le cas où KO << DO, le dioxygène 
n’est pas limitant.  
II.1.I.5. Modèle non-structuré incluant de la connaissance 
Les modèles non-structurés donnent généralement une représentation comportementale empirique 
du système étudié. Toutefois ils peuvent intégrer des connaissances biologiques, chimiques ou 
physiques. Il est, par exemple, possible de reconstruire un schéma stœchiométrique apparent 
connectant les composés extracellulaires (substrats et produits). Ce type de modèle permet alors 
d’obtenir des informations globales sur le métabolisme du micro-organisme étudié tout en utilisant 
des données expérimentales faciles à obtenir puisque disponibles directement dans le milieu de 
culture. 
Ainsi, lorsque Roubos (2002) décrit la production d’acide clavulanique par Streptomyces clavuligerus 
en fermenteur fed-batch, le système est représenté par un ensemble de sous-modèles dépendants 
des phases de fermentation. Les stœchiométries représentant le comportement macroscopique sont 
considérées comme constantes tout au long de la fermentation. Les coefficients stœchiométriques 
sont estimés grâce aux données expérimentales macroscopiques par l’utilisation d’un algorithme 
génétique. La production est déclenchée par une limitation en phosphate. Les cinétiques de 
consommation des substrats, production de biomasse et d’acide clavulanique, maintenance et décès 
des cellules sont déterminées par des relations mathématiques simples.  
Sin et al. (2008) ont utilisé un système matriciel de notations pour le développement d’un modèle 
intégrant des connaissances biologiques, chimiques (pH) et physiques (échange gaz-liquide) 
permettant de représenter la production d’actinorhodine et d’undecylprodigiosine par Streptomyces 
coelicolor en fermentation discontinue. Le modèle considère cinq réactions (la croissance de la 
biomasse, la production d’actinorhodine, celle d’undecylprodigiosine, la maintenance et le déclin de 
la biomasse), décrites à partir des composés extracellulaires. Les vitesses de ces cinq réactions sont 
décrites en utilisant des équations phénoménologiques basées sur les modèles de Monod, de 
Luedeking-Piret et de Pirt et Herbert (pour la maintenance). L’effet du pH sur la fermentation est pris 
en compte par l’addition de quatre réactions supplémentaires décrivant la dissociation de 
l’ammonium, du dioxyde de carbone, du phosphate et de l’eau. Les échanges gaz-liquide sont 
modélisés par la théorie du double-film et la loi de Henry. Les échanges gazeux sont pris en compte 
pour l’oxygène, le dioxyde de carbone, le diazote et l’ammonium. Le modèle comporte en tout 
soixante paramètres dont la plupart sont identifiés à partir des données disponibles dans la 
littérature, dix paramètres sont estimés. Ce modèle permet de représenter correctement le système 
étudié, à l’exception de la consommation en phosphate. Les auteurs font l’hypothèse que cet écart 
sur le début de la consommation est dû à une accumulation de poly-phosphate avant d’être réutilisé 
par la cellule.  
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Dans le but de développer des schémas stœchiométriques simplifiés mettant en jeux uniquement 
des composés macroscopiques du milieu de culture, une méthodologie originale a été développée 
dans notre laboratoire par Moreau (2000) dans le but d’étudier les cinétiques de croissance de 
Brevibacterium linens sur mélange d’acides aminés. Pour ce faire, l’auteur a utilisé l’analyse 
factorielle pour construire le schéma réactionnel macroscopique avant de décrire les vitesses de 
réactions par des équations phénoménologiques. L’analyse factorielle est une méthode statistique 
basée sur l’exploitation algébrique des bilans matières partiels. Chaque constituant évolue 
dynamiquement en fonction de l’intensité des réactions dans lesquelles il est impliqué soit comme 
réactif soit comme produit. Son évolution globale est donc décrite dans le bilan matière partiel 
comme la somme des contributions de chaque réaction. Hamer (1989) fut le premier à adapter cette 
méthode, initialement développée pour des études de sociologie, au traitement de données 
cinétiques de fermentation. Il démontre l’intérêt qu’apporte une vision de la croissance bactérienne 
décomposée en un jeu de réactions simples, associées à une stœchiométrie invariante dans le temps. 
Plusieurs adaptations ont ensuite été apportées à cette méthode pour le traitement de données de 
fermentation (Bonvin and Rippin, 1990; Fillon, 1996; Harmon et al., 1995). Cette même 
méthodologie a, par la suite, été employée par Castro-Martinez (2007) pour développer une schéma 
réactionnel décrivant la croissance de Bettanomyces bruxellensis en deux phases, d’abord sur glucose 
puis avec reconsommation de l’éthanol. Ce schéma a été testé et validé pour différentes valeurs de 
température et de pH. Strub (2008) a également utilisé cette méthode d’analyse factorielle pour 
construire un schéma réactionnel du comportement de Saccharothrix algeriensis sur substrat mixte 
(cf. paragraphe II.1.III.2). 
Enfin, il est possible de réduire les réseaux métaboliques complexes en un ensemble de réactions 
macroscopiques n’impliquant que des composés extracellulaires dosables dans le milieu de culture 
(Provost et al., 2006; Provost and Bastin, 2004; Teixeira et al., 2007). Haag et al. (2005) présentent 
une méthodologie de réduction du modèle métabolique complexe vers une représentation 
macroscopique du système basée sur les hypothèses suivantes :  
 Les composés intracellulaires sont à l’équilibre, 
 La dilution des composés intracellulaires due à la croissance est négligeable par rapport aux 
flux métaboliques, 
 Le nombre de composés intracellulaires est inférieur au nombre de réactions du réseau 
considéré. 
La réduction des modèles métaboliques complexes permet de simplifier la validation du modèle 
puisque seule la mesure des composés extracellulaires est nécessaire. Toutefois, la construction de 
ce type de modèle demande la même quantité de connaissances a priori du système que les modèles 
de métaboliques. 
II.1.I.6. Conclusion 
Il existe de très nombreux modèles phénoménologiques incluant plus ou moins de connaissances sur 
le système étudié. Dans la majorité, les cinétiques de croissance et de production des métabolites 
d’intérêt sont décrites par des équations adaptées des modèles de base. Ces modèles peuvent être 
utilisés pour obtenir une compréhension générale du comportement du système. Ces structures peu 
complexes sont opportunes pour le contrôle et la simulation des procédés de fermentation. 
Toutefois, leur capacité prédictive reste limitée à la plage de conditions opératoires testées pour 
formuler le modèle ce qui n’est pas dérangeant dans le cas de procédés biologiques puisque les 
variations des paramètres opératoires restent relativement restreintes. Ces modèles s’avèrent donc 
être un outil utile pour l’optimisation des procédés de fermentation. 
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II.1.II. Les modèles structurés : prise en compte de structure de la 
biomasse 
Dans les modèles dits « structurés », la biomasse n’est pas considérée comme homogène. La 
modélisation des mécanismes intracellulaires peut être utilisée pour expliquer les phénomènes 
macroscopiques comme la croissance ou la production de métabolites d’intérêt ainsi que pour 
comprendre le métabolisme intrinsèque comme l’accumulation de métabolites durant la croissance. 
On distingue deux types de « structuration » de la biomasse : la distinction des individus au sein 
d’une population appelée modélisation morphologique, et la différenciation de la cellule en elle 
même, dans ce cas on parle de modèle métabolique. Nous allons présenter rapidement les 
différentes structures utilisées et les illustrer par quelques exemples. 
II.1.II.1. Les modèles morphologiques 
Dans ce type de modèle la population microbienne est décomposée en plusieurs sous-groupes, les 
« classes ». Au sein de chaque classe, les individus présentent des caractéristiques physiologiques 
communes. La dynamique de chaque classe lui est propre et peut être représentée par un sous-
modèle. Aux réactions internes de chacune des classes viennent s’ajouter les réactions de transfert 
entre les classes, lorsque les caractéristiques des individus évoluent vers celles correspondant à une 
autre classe du système. Ce type de modèle morphologique est classiquement employé pour décrire 
la croissance des micro-organismes filamenteux (Bizukojc and Ledakowicz, 2003; Celler et al., 2012; 
Giudici et al., 2004; Nielsen, 1993; Paul and Thomas, 1996; Pollack et al., 2008; Posch et al., 2013b). 
A titre d’exemple, nous présentons le modèle développé par Nielsen (1993) permettant de décrire la 
croissance des micro-organismes filamenteux sur milieu solide ou liquide. Les filaments sont divisés 
en trois régions (figure .1.1a) : la zone apicale (Za), la zone subapicale (Zs) et la zone âgée du 
filament (Zf). La croissance du micro-organisme a lieu au niveau des zones apicale et subapicale 
exclusivement. Le modèle considère trois réactions de changement de classes représentées sur la 
figure .1.1b : l’embranchement, l’extension et la différentiation. Les cinétiques de changement de 
classes sont supposées du premier ordre et la vitesse de croissance des zones apicale et subapicale 
est représentée par le modèle de Monod. L’analyse d’images permet de déterminer la masse des 
filaments et le nombre de filaments en élongation. Ce modèle de croissance a été testé avec succès 
sur les espèces Geotrichum candidum et Streptomyces hygroscopicus. Dans le cas de Penicillium 
chrysogenum, il semblerait que le phénomène de fragmentation des hyphes ne puisse être négligé. 
 
Figure .1.1 : Représentation schématique du modèle de Nielsen (1993)  
A : Représentation schématique des classes proposées pour la description des micro-organismes filamenteux ; 
B : représentation des mécanismes mis en jeux lors de la croissance des micro-organismes filamenteux  (P : produit)  
 
Zone apicale
Zone subapicale
Zone âgée du filament
Za Zs Zf
Ramification
u1=ku1.Zs
Extension
u2=ku2.Za
Différenciation
u3=ku3.Zs/(S.Ku3 + 1)
Production de 
rétamycine
P
A B
Chapitre 1 : La modélisation des systèmes biologiques 
Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                  115 | P a g e  
Suivant le même principe, Paul and Thomas (1996) ont modélisé la différenciation du champignon 
filamenteux Penicillium chrysogenum pour la production industrielle de pénicilline en culture semi-
continue. Les hyphes sont classés en cinq groupes distincts par rapport à leur activité métabolique et 
leur structure physiologique (figure .1.2a) : régions de croissance (A0), régions sans croissance (A1), 
vacuoles (A2), régions de dégénérescence (A3) et régions autolysées (A4). Les régions A1 sont les 
régions productrices de pénicilline.  
 
Figure .1.2 : Représentation schématique du modèle de Paul and Thomas (1996)  
A : Représentation schématique de la différenciation chez Penicillium chrysogenum ; B : Représentation des mécanismes 
mis en jeux lors de la différenciation de Penicillium chrysogenum pris en compte par le modèle (S : substrat, P : produit)  
La croissance et la génération des vacuoles sont exprimées par des cinétiques de changement de 
classes (figure .1.2b). Le modèle suppose que les nouvelles vacuoles soient formées par 
différenciation des régions sans croissance, leur taille augmentant avec la limitation en substrat. La 
proportion de chacune des classes au cours de la fermentation est obtenue par analyse d’images. Les 
paramètres cinétiques des réactions de transition de classes sont identifiés. Le modèle a été testé sur 
une large gamme de concentrations en substrat dans le débit d’entrée, avec succès.  
Lors de culture liquide, les actinomycètes peuvent prendre une morphologie sous forme de pelotes 
(cf. paragraphe I.1.III.5.1). Pour les pelotes de grande taille, les nutriments peuvent devenir limitant 
au cœur de la pelote et entrainer une lyse cellulaire. Pour représenter ce phénomène, Sarrà et al. 
(1999) ont développé un modèle simple permettant de mettre en évidence l’influence du phosphate 
intra et extra-cellulaire sur la production d’un « antibiotique hybride » par une souche transformée 
de Streptomyces lividans TK21. Ce modèle est utilisé pour décrire les cinétiques macroscopiques de 
production de la biomasse et de l’antibiotique, de consommation du phosphate intracellulaire et de 
transport du phosphate à l’intérieur de la cellule. La biomasse est déterminée par la mesure du 
diamètre des pelotes, au sein desquelles deux zones sont distinguées (figure .1.3) :  
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 Une zone externe active, responsable de la production du métabolite d’intérêt, pour laquelle 
la croissance est représentée à l’aide du modèle de Monod avec limitation en phosphate 
intracellulaire, 
 Une zone interne caractérisée par la lyse de la biomasse due à une carence en nutriments. La 
vitesse de lyse de la biomasse est exprimée par une cinétique du premier ordre.  
 
Figure .1.3 : Représentation des classes morphologiques de la biomasse, observation microscopique, d'après Sarrà et al. 
(1999) 
La vitesse de production de l’antibiotique est représentée par une équation basée sur le modèle de 
Monod avec limitation en phosphate intracellulaire associée à un terme d’inhibition par le phosphate 
extracellulaire. Le transport du phosphate externe à l’intérieur de la cellule est modélisé par une 
équation de saturation également basée sur le modèle de Monod avec limitation en phosphate 
extracellulaire. La concentration en phosphate intracellulaire est normalisée afin de varier entre 0 et 
1. Les prédictions du modèle simulent les données expérimentales avec satisfaction. Les auteurs 
soulignent la forte dépendance de la production du métabolite d’intérêt par rapport aux 
concentrations en phosphate intra et extra-cellulaire.  
II.1.II.2. Les modèles métaboliques 
Les modèles métaboliques permettent de représenter les stœchiométries des réactions du 
métabolisme du micro-organisme étudié. Avec l’apparition du séquençage complet des génomes, il 
est possible de reconstruire le réseau métabolique à cette échelle. Aujourd’hui, on compte plus de 80 
modèles métaboliques totalement reconstruits (Cvijovic et al., 2011). A partir de la séquence du 
génome, les enzymes du réseau métabolique sont identifiées (par recherche d’homologies). Les 
réactions catalysées par ces enzymes et leurs stœchiométries sont déterminées et les réactions non 
identifiées sont réorganisées manuellement (Thiele and Palsson, 2010). Les modèles métaboliques 
(Genome-scale metabolic models, GSMM) représentent le réseau métabolique dans une matrice 
contenant l’ensemble des coefficients stœchiométriques pour chaque métabolite impliqué dans les 
réactions cellulaires. Les gènes codant pour les différentes réactions enzymatiques du réseau 
métabolique faisant intervenir les métabolites intracellulaires sont également pris en compte dans 
ces modèles. Le tableau .1.8 présente les douze GSMM construits pour des micro-organismes 
filamenteux à ce jour. 
Zone active
Zone de lyse
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Tableau .1.8 : Nombre de réactions et de métabolites pris en compte dans les modèles métaboliques (GSMM) existant 
pour les micro-organismes filamenteux ainsi que le nombre de gènes associés, d'après Milne et al. (2009) et Tyo et al. 
(2010), NC : non communiqué.  
Micro-organisme 
Réactions incluses 
dans le modèle 
Métabolites inclus 
dans le modèle 
Gènes 
correspondants 
Référence 
Amycolatopsis 
balhimycina 
1363 647 583 
Vongsangnak et al., 
2012 
Ashbya gossypii 1595 799 766 
Ledesma-Amaro et 
al., 2014 
Aspergillus nidulans 1095 732 666 David et al., 2008 
Aspergillus niger 2240 1045 871 
Andersen et al., 
2008 
Aspergillus oryzae 1846 1073 1314 
Vongsangnak et al., 
2008 
Neurospora crassa 1374 737 836 
Dreyfuss et al., 
2013 
Penicillium 
chrysogenum 
1471 1235 1006 Agren et al., 2013 
Saccharopolyspora 
erythraea 
1482 1646 2075 
Licona-Cassani et 
al., 2012 
Saccharopolyspora 
spinosa 
1577 1726 733 Wang et al., 2014 
Streptomyces 
coelicolor A3(2) 
971 500 711 
Borodina et al., 
2005 
Streptomyces 
lividans 
702 602 * Huys et al., 2012 
Streptomyces 
tsukubaensis 
865 621 NC Huang et al., 2013 
* Le génome de Streptomyces lividans n’étant pas entièrement séquencé, D’Huys et al. (2012) ont construit un Genome-
scale metabolic network (GSMN), il n’y a donc pas de gènes associés aux réactions modélisées. 
Les GSMM peuvent être contraints de manière à identifier les valeurs des flux métaboliques. Les 
métabolites intracellulaires sont supposés à l’équilibre, c’est à dire que la somme des taux de 
production est égale à la somme des taux de consommation. Cette hypothèse permet d’obtenir un 
système d’équations linéaires sous contraintes. Il est également possible de contraindre le système 
en incluant des connaissances acquises à partir des méthodes dites « omics » (génomiques, 
protéomiques, transcriptomiques, métabolomiques) (Andersen et al., 2008; Palsson, 2002). Des 
contraintes supplémentaires liées à la thermodynamique de la cellule peuvent également être 
ajoutées (Beard et al., 2002; Henry et al., 2007). Ensuite, plusieurs types d’analyses peuvent être 
mises en œuvre pour identifier les flux métaboliques (Cvijovic et al., 2011) : l’analyse des flux 
métaboliques (metabolic flux analysis : MFA), l’analyse bilan des flux (flux balance analysis : FBA), 
l’analyse des flux élémentaires (elementary flux modes : EFMs), l’analyse des voies métaboliques 
extrêmes (extrem pathways : EPs). Ces différents modèles métaboliques permettent de prédire les 
modifications métaboliques en réponse à une perturbation comme l’épuisement d’un nutriment ou 
une perturbation génétique. 
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II.1.II.3. Les modèles dynamiques (ou modèles cinétiques) 
Alors que les modèles métaboliques se focalisent sur la stœchiométrie des réactions, les modèles 
cinétiques ajoutent une dimension dynamique au système. Généralement, dans les procédés 
biologiques, le métabolisme des micro-organismes n’est pas en régime stationnaire. Les modèles 
cinétiques permettent de représenter cette dynamique. Ils incluent, d’une part, le réseau 
métabolique interne à la cellule ainsi que les connections entre la cellule et son environnement et 
d’autre part, les cinétiques des différentes réactions ainsi que les interactions entre chaque composé 
intracellulaire (Almquist et al., 2014). L’écriture de ces équations nécessite des informations sur 
(Breitling et al., 2013) : 
 Les paramètres des cinétiques enzymatiques, 
 Les activités enzymatiques, 
 Les concentrations intracellulaires des différents métabolites, 
 La distribution des métabolites et des enzymes dans les compartiments cellulaires.  
Malheureusement, les lois biochimiques et physiologiques décrivant le comportement du système 
biologique sont souvent mal connues (Kaltenbach et al., 2009). De plus, la détermination des 
cinétiques de réaction est compliquée car les mécanismes enzymatiques et les systèmes de 
transports sont complexes et connus de manière imparfaite (à l’exception des micro-organismes 
modèles largement étudiés) et sont difficiles à obtenir expérimentalement (Costa et al., 2011). Par 
exemple, la caractérisation de la cinétique d’une enzyme influencée par différents effecteurs et co-
facteurs, comme la phosphofructokinase, demande la détermination d’une dizaine de paramètres 
cinétiques (Wiechert, 2002). 
Plusieurs stratégies permettent de contourner ce manque de connaissances, notamment par la 
simplification du système (Trusina et al., 2008), l’approximation des cinétiques enzymatiques par des 
modèles mathématiques suivi de l’identification des paramètres (tableau .1.9, Chou and Voit, 2009) 
ou la représentation de la dynamique à l’aide d’équations mathématiques, basées sur les modèles 
phénoménologiques présentés au paragraphe II.1.I. Finalement, ces modèles simplifiés se composent 
de trois parties distinctes :  
 Les lois de conservation de la matière, 
 Le réseau métabolique, 
 La modélisation phénoménologique de la dynamique du système. 
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Tableau .1.9 : Modèles phénoménologiques permettant de représenter les cinétiques enzymatiques (où Si et Pi sont les 
concentrations des i
ème
 substrats et produits, μi et νi sont les coefficients stœchiométriques respectivement du i
ème
 
substrat et i
ème
 produit de la réaction, Keq est la constante thermodynamique à l’équilibre et k est la constante cinétique 
de l’enzyme) 
Modèle Equation Commentaires 
Michaelis-
Menten 
𝑣 =
𝑣𝑚𝑎𝑥 (∏ 𝑆𝑖
𝜇𝑖
𝑖 −
1
𝐾𝑒𝑞
∏ 𝑃𝑖
𝜈𝑖
𝑖 )
∏ (1 +
𝑆𝑖
𝐾𝑚
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)
𝜈𝑖
𝑖 − 1
 
𝐾𝑚
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ai et bi sons des constantes 
adimensionnelles, 𝑆𝑖
0 et 𝑃𝑖
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concentrations en substrats et produits 
à l’état stationnaire de référence. 
LinLog 𝑣 = 𝑣0 (1 +∑𝑎𝑖 log (
𝑆𝑖
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𝑖
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concentrations en substrats et produits 
à l’état stationnaire de référence. 
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Xi est la concentration du i
ème 
métabolite, αi et βi sont des constantes 
cinétiques et ai et bi sont les vraies 
valeurs de l’ordre des réactions de 
production et de dégradation du 
métabolite. 
 
Par exemple, King (1997) a développé un modèle hybride en considérant un réseau métabolique 
simplifié incluant ADN, ARN, protéines, acides aminés, nucléotides, ammonium, phosphate, glucose 
et éléments structuraux (figure .1.4). La croissance de Streptomyces tendae et la production de 
nikkomycine sont décrites comme fonction des groupements intracellulaires. Les cinétiques des 
réactions intracellulaires sont représentées par le modèle de Michaelis-Menten. Le modèle permet 
de prédire les quantités de biomasse et de métabolites de manière satisfaisante.  
 
Figure .1.4 : Réseau métabolique simplifié, modèle de King (1997) 
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Roubos et al. (1999) ont construit un modèle permettant de représenter la production d’acide 
clavulanique par Streptomyces clavuligerus en fermentation semi-continue en approximant la 
dynamique du système. Les équations différentielles basées sur les bilans massiques sont combinées 
avec un réseau métabolique de 86 réactions. Les cinétiques de consommation du glycérol et du 
glutamate ainsi que la production et la dégradation de l’acide clavulanique et la lyse cellulaire sont 
représentées par des équations adaptées des modèles phénoménologiques présentés 
précédemment, prenant en compte différentes limitations et inhibitions par les substrats. Les 
auteurs comparent cette représentation « classique » des cinétiques à un modèle de réseau de 
neurones et un modèle de logique floue. Les résultats obtenus sont satisfaisants pour les trois 
approches testées. 
Suivant le même principe, Colombié (2005) a développé un modèle métabolique type MFA 
permettant de décrire la croissance de Streptomyces ambofaciens mais qui s’est avéré incapable de 
représenter correctement la production de spiramycine. Ce modèle est donc complété par un sous-
modèle phénoménologique composé de trois paramètres : 
 Le temps auquel la biosynthèse débute, admis à 28h après le ralentissement significatif de la 
croissance dû à une carence nutritionnelle, 
 La vitesse spécifique de production, supposée proportionnelle à la quantité de biomasse 
active formée avant la carence en azote, 
 Le temps auquel la biosynthèse s’arrête, 20h après la chute brutale d’oxygène dissous 
observée expérimentalement. 
Le modèle finalement obtenu a été utilisé en tant que capteur logiciel pour prédire la biomasse et la 
quantité de spiramycine produite à partir des mesures en ligne des vitesses de consommation de 
glucose et de dioxygène ainsi que l’évolution de la concentration en dioxygène dissous. Une seconde 
utilisation comme simulateur a permis de prédire la biomasse et la quantité d’antibiotique produites 
en fonction des conditions initiales de façon satisfaisante.  
II.1.II.4. Conclusion 
Les modèles structurés demandent une connaissance a priori du système que ce soit au niveau 
physiologique ou métabolique. Dans le cas des micro-organismes présentant une morphologie 
spécifique, comme les actinomycètes, des modèles morphologiques simples peuvent être 
développés, les cinétiques étant représentées par des modèles phénoménologiques. Les modèles 
métaboliques et dynamiques sont plus complexes à mettre en œuvre du fait de la construction du 
réseau métabolique. Leur application est donc généralement limitée par le manque de connaissances 
à ce niveau. Ils présentent néanmoins une grande capacité prédictive et peuvent participer à une 
meilleure compréhension du comportement des systèmes biologiques. Notamment, les prédictions 
obtenues sur l’influence des perturbations génétiques en font un outil de choix pour l’ingénierie 
métabolique. Particulièrement, le design de nouvelles souches hautement productrices de 
métabolites d’intérêt est fortement aidé par le développement de ce type de modèle (Patil et al., 
2004). 
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II.1.III. Modélisation stœchio-cinétique du comportement de 
Sa. algeriensis 
II.1.III.1. Choix du type de modèle 
Différents travaux sont actuellement disponibles sur l’étude de Sa. algeriensis, la grande majorité 
ayant été réalisée au Laboratoire de Génie chimique (LGC). Ces travaux portent sur différents aspects 
de la physiologie de la bactérie et sont résumés au chapitre .1 dans la première partie du manuscrit. 
Le peu de connaissances sur la bactérie est amplifié par la complexité du système. En effet, les 
études menées précédemment, ont montré une croissance diauxique de la bactérie ainsi qu’une 
auxotrophie vis-à-vis d’un élément encore inconnu de l’extrait de levure. De plus, le type de 
dithiolopyrrolones produit par la bactérie varie selon le milieu de culture fourni.  
Les connaissances actuelles sur Sa. algeriensis ne permettent donc pas le développement d’un 
modèle de connaissance de type flux métabolique. De plus, à ce stade, les différences 
morphologiques de cette bactérie filamenteuse sont difficilement modélisables, aucune observation 
quantifiée n’ayant été réalisée. Ainsi, le choix de modélisation s’est orienté vers un modèle non-
structuré, où la biomasse est considérée comme un seul composé homogène. Par ailleurs, la 
production de thiolutine qui est la molécule de la famille des dithiolopyrrolones produite en majeure 
quantité sur le milieu semi-synthétique standard, sera la seule molécule d’intérêt prise en compte. 
Afin d’obtenir un outil de capitalisation et de développement de la compréhension globale du 
comportement macroscopique de ce micro-organisme, cette modélisation « boite noire » intègre les 
connaissances a priori du système (figure .1.5). Il a été choisi de s’orienter vers un modèle stœchio-
cinétique apparent, construit au regard des observations macroscopiques du système. Ce modèle 
permet de traduire les relations substrats/produits afin de simuler la croissance bactérienne et la 
production de thiolutine. Cette démarche a été démarrée au sein du LGC avec les travaux de Strub 
(2008) qui ont abouti, à la proposition d’un schéma réactionnel apparent composé de quatre 
réactions stœchiométriques.  
 
Figure .1.5 : Schéma représentant le comportement macroscopique de Sa. algeriensis 
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II.1.III.2. Description du modèle stœchiométrique du comportement de 
Sa. algeriensis (Strub, 2008; Strub et al., 2010) 
Dans son travail, Strub (2008) a réutilisé la méthode d’analyse factorielle précédemment proposée 
par Moreau (2000) afin de déterminer un schéma stœchiométrique permettant de décrire le 
comportement de Sa. algeriensis lors d’une culture en fermenteur batch. Après avoir proposé un 
schéma réactionnel global basé sur les observations macroscopiques, l’auteur a appliqué cette 
méthodologie à la recherche des stœchiométries et des avancements de réactions.  
II.1.III.2.1. Définition d’un constituant unique « acides aminés » 
L’étude qualitative de l’assimilation des acides aminés par la bactérie, montre que ces derniers sont 
consommés à des vitesses relativement voisines (cf. paragraphe I.1.III.4). Strub (2008) a donc fait le 
choix de les rassembler dans le modèle stœchiométrique comme un seul composé « acides aminés ». 
La composition élémentaire de ce constituant est déterminée à partir de la composition en acides 
aminés libres de l’extrait de levure (tableau .1.10). Elle est définie comme la moyenne des 
compositions de tous les acides aminés pondérée par leur concentration initiale. Ainsi, la formule du 
composé « acides aminés » est C4,73H9,69O2,38N1,26. 
Tableau .1.10 : Composition initiale de l'extrait de levure (EXL) en acides aminés libres (Strub, 2008) 
Acides aminés C H O N S 
Concentration initiale 
(mol/gEXL) 
Alanine 3 7 2 1 0 415,42 
Arginine 6 14 2 4 0 108,94 
Asparagine 4 8 3 2 0 107,87 
Aspartate 4 7 4 1 0 141,63 
Cystéine 3 7 2 1 1 30,18 
Glutamate 5 9 4 1 0 119,42 
Glutamine 5 10 3 2 0 4,21 
Glycine 2 5 2 1 0 203,53 
Histidine 6 9 2 3 0 46,55 
Isoleucine 6 13 2 1 0 164,36 
Leucine 6 13 2 1 0 311,44 
Lysine 6 14 2 2 0 156,40 
Méthionine 5 11 2 1 1 51,20 
Phénylalanine 9 11 2 1 0 140,04 
Proline 5 9 2 1 0 41,57 
Serine 3 7 3 1 0 199,94 
Thréonine 4 9 3 1 0 143,73 
Tryptophane 11 12 2 2 0 14,91 
Tyrosine 9 11 3 1 0 31,84 
Valine 5 11 2 1 0 236,31 
Total      2669,44 
 
II.1.III.2.2. Proposition et identification du schéma réactionnel et des 
avancements de réaction 
L’analyse des cinétiques macroscopiques de consommation des substrats et de production de la 
thiolutine indique qu’une fermentation batch de Sa. algeriensis peut être découpée en quatre phases 
(figure .1.6). La première phase correspond à une phase de croissance avec consommation des 
acides aminés en tant que sources de carbone et d’azote. Parallèlement, la concentration en ions 
ammonium augmente résultant de la désamination d’une partie des acides aminés alors que la 
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concentration en glucose reste stable. Cette première phase de croissance est décrite par une 
réaction de croissance sur acides aminés : 
𝐴𝑐𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑎𝑚𝑖𝑛é𝑠 +  𝑂2 → 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 + 𝐶𝑂2 +  𝑁𝐻4
+ + 𝐻2𝑂 
L’épuisement des acides aminés marque le passage à la deuxième phase au cours de laquelle la 
croissance ralentit fortement. Le métabolisme secondaire est alors activé conduisant à la production 
de thiolutine. La production de thiolutine débutant après épuisement des acides aminés, l’auteur a 
supposé que ce métabolite est produit à partir du glucose : 
𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 + 𝑁𝐻4
+ + 𝑂2 + 𝑆𝑂4
2− → 𝑇ℎ𝑖𝑜𝑙𝑢𝑡𝑖𝑛𝑒 + 𝐶𝑂2 + 𝐻2𝑂 
Pendant cette phase, le glucose est également utilisé comme source d’énergie pour la maintenance : 
𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 + 𝑂2 → 𝐶𝑂2 + 𝐻2𝑂 
La troisième phase correspond à une seconde phase de croissance avec consommation du glucose et 
des ions ammonium en tant que sources de carbone et d’azote. Cette deuxième phase de croissance 
est décrite par une réaction de croissance sur glucose : 
𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 + 𝑁𝐻4
+ + 𝑂2 → 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 + 𝐶𝑂2 + 𝐻2𝑂 
La quatrième phase est déclenchée par l’épuisement d’un des deux substrats soutenant la 
croissance. Dans le cas d’une limitation en ions ammonium, la croissance s’arrête, toutefois le 
glucose continu à être consommé comme source d’énergie pour la maintenance. Dans le cas d’une 
limitation en glucose, la quantité de biomasse diminue en raison de l’absence d’une source d’énergie 
permettant de soutenir la maintenance. 
 
Figure .1.6 : Représentation schématique des différentes phases de fermentation pour une culture batch de 
Sa. algeriensis dans les conditions standards  
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Finalement, le schéma stœchiométrique ainsi établi est composé de quatre réactions : 
Croissance sur acides aminés : 
𝐶4,73𝐻9,69𝑂2,38𝑁126 + 0,26 𝑂2 → 1,20 𝐶3,82𝐻6,75𝑂1,89𝑁0,8 + 0,15 𝐶𝑂2 + 0,30 𝑁𝐻4
+ + 0,35 𝐻2𝑂 (R1) 
Maintenance sur glucose : 
𝐶6𝐻12𝑂6 + 6 𝑂2 → 6 𝐶𝑂2 + 6 𝐻2𝑂            (R2) 
Croissance sur glucose : 
𝐶6𝐻12𝑂6 + 0,42 𝑁𝐻4
+ + 3,90 𝑂2 → 0,53 𝐶3,82𝐻6,75𝑂1,89𝑁0,8 + 3,97 𝐶𝑂2 + 4,85 𝐻2𝑂      (R3) 
Production de thiolutine : 
𝐶6𝐻12𝑂6 + 0,32 𝑁𝐻4
+ + 4,16 𝑂2 + 0,32 𝑆𝑂4
2− → 0,16 𝐶8𝐻8𝑂2𝑁2𝑆2 + 4,72 𝐶𝑂2 + 5,84 𝐻2𝑂     (R4) 
La composition de la biomasse a été mesurée expérimentalement (analyse CHON), elle est supposée 
constante tout au long de la fermentation, égale à C3,82H6,75O1,89N0,8.  
L’étude des avancements de réaction, présentés sur la figure .1.7, a permis d’éclaircir le scénario du 
développement de Sa. algeriensis sur le milieu semi-synthétique. Lors d’une première phase, 
Sa. algeriensis croit en consommant les acides aminés libres présents dans le milieu de culture. A 
partir de 12h de culture, la réaction de croissance sur glucose est activée alors que la vitesse de la 
réaction de croissance sur acides aminés est ralentie. Pendant la seconde phase les avancements des 
réactions de maintenance et de production de thiolutine augmentent, parallèlement les deux 
réactions de croissance sont stoppées. La production de thiolutine est donc découplée de la 
croissance. L’arrêt de la production de thiolutine coïncide avec la réactivation de la réaction de 
croissance sur glucose. Cette réaction est la seule réaction occurrente durant cette troisième phase 
jusqu’à épuisement des ions ammonium. L’auteur conclut que la réaction de croissance sur glucose 
serait la condensation de deux réactions. La réaction R3a correspondrait à la production de biomasse 
à partir d’un substrat carboné inconnu présent dans l’extrait de levure en début de fermentation qui 
est considéré par le modèle comme du glucose. La réaction R3b représenterait la production de 
biomasse à partir du glucose introduit dans le milieu de culture pendant la troisième phase. Enfin, au 
cours de la quatrième et dernière phase seule la réaction de maintenance sur glucose est active. 
 
Figure .1.7 : Evolution des avancements de réactions identifiés par analyse factorielle pour une culture batch de 
Sa.algeriensis dans les conditions standards (Strub, 2008) 
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Ce schéma réactionnel a été validé pour des concentrations en extrait de levure comprises entre 0,5 
et 2 g/L et pour des concentrations en glucose allant de 3 à 15 g/L. Il a également été testé pour des 
concentrations en extrait de levure de 4 et 6 g/L, toutefois il semblerait qu’en présence de 
concentrations en extrait de levure supérieures à 2 g/L, le mécanisme réactionnel soit différent de 
celui proposé. En effet, les coefficients stœchiométriques de la biomasse dans les réactions de 
croissance sur acides aminés (R1) et de croissance sur glucose (R3) sont inférieurs pour des 
concentrations importantes en extrait de levure. L’auteur suppose que ce dernier aurait un rôle 
répresseur sur la biosynthèse de biomasse quel que soit le substrat utilisé. 
II.1.IV. Conclusion 
L’étude bibliographique de la modélisation du comportement des micro-organismes a permis de 
souligner les avantages et inconvénients des différents types de modèles disponibles. Les modèles 
structurés ont une grande capacité prédictive et constituent un outil de choix pour l’amélioration de 
la compréhension des systèmes modélisés. Toutefois, ils requièrent une quantité importante de 
connaissances sur le système modélisé. Les modèles non-structurés ont l’avantage de ne nécessiter 
qu’une faible quantité de connaissance du système moyennant un nombre conséquent de données 
expérimentales faciles à obtenir (composés mesurables dans le milieu de culture). L’inconvénient 
reste une capacité prédictive limitée à la plage de conditions expérimentales utilisée pour construire 
le modèle. 
Les connaissances actuelles sur Sa. algeriensis ne permettant pas la construction d’un modèle de 
type flux métabolique, le choix s’est donc porté vers un modèle non-structuré dans lequel les 
différentes connaissances acquises sur ce micro-organisme sont intégrées. Ce type de modélisation 
permet une compréhension globale du système. Suite aux travaux de Strub (2008), nous disposons 
d’une proposition de schéma réactionnel composé de quatre réactions stœchiométriques pour 
représenter le comportement de Sa. algeriensis lors d’une fermentation en conditions standards. 
Pour poursuivre ce travail, les cinétiques des réactions apparentes doivent être représentées. Pour 
cela, nous utiliserons des équations phénoménologiques inspirées des modèles de bases présentés 
dans ce chapitre. 
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ExOptim : un outil d’identification et de planification 
d’expériences 
ExOptim est un outil d’identification et de planification d’expériences développé sous Matlab pour la 
construction de modèles cinétiques (Goujot et al., 2012). La figure .2.1 présente le schéma de 
principe de fonctionnement d’ExOptim. 
 
Figure .2.1 : Schéma de principe du fonctionnement d’ExOptim 
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Quand il est utilisé pour la planification, après une première identification des paramètres du 
modèle, le planificateur optimise le protocole expérimental afin de réduire l’incertitude sur les 
paramètres estimés. Le nombre d’expériences planifiées est augmenté jusqu’à ce que la taille des 
intervalles de confiance sur les paramètres soit en-dessous d’une limite fixée par l’utilisateur.  
Dans cette étude sur le métabolisme de Sa. algeriensis, aucune expérience n’est planifiée, l’outil est 
utilisé simplement comme identificateur (encadré violet sur la figure .2.1). Afin d’optimiser les 
temps de calcul de l’identificateur, le programme a été également développé en langage Scala 
(version 2.9.1). 
II.2.I. Estimation paramétrique 
La dynamique du système est représentée par un jeu d’équations différentielles ordinaires (ODEs), 
où l’évolution de la concentration du iième composé du milieu (Yi) est fonction des vitesses des 
réactions (vj) dans lesquelles il est impliqué (équation .2.1.1) selon les équations de bilan matière 
pour un fonctionnement batch (ni alimentation, ni sortie). 
𝑑𝑌𝑖(𝑡)
𝑑𝑡
= ∑ 𝜁𝑗
𝑖𝑣𝑗(
𝑛𝑟
𝑗=1 𝜃, 𝑌(𝑡), 𝑡)      pour i = 1 … nc          (.2.1.1) 
Où, nr représente le nombre de mécanismes (réactionnels, thermodynamiques ou de transfert), nc le 
nombre de composés, 𝜁𝑗
𝑖 est le coefficient stœchiométrique du iième composé Yi dans le j
ième 
mécanisme, et θ est le vecteur des paramètres du modèle. 
II.2.I.1. Critère d’optimisation 
L’estimation des paramètres du modèle est basée sur la méthode des moindres carrés qui minimise 
l’écart absolu au carré entre les renormalisations des prédictions du modèle (Y̅) et les données 
expérimentales (Yexp) pour l’ensemble des points expérimentaux (nmes) de chaque expérience (φ), ne 
étant le nombre d’expériences. Les paramètres (θ) sont identifiés en minimisant le critère 
d’optimisation, définit par l’équation .2.1.2.  
∑
1
𝜎𝑅𝑒𝑙,𝑖
2
𝑛𝑐
𝑖=1 ∑ ∑ |𝑙𝑜𝑔10 (𝑌𝑒𝑥𝑝,𝑖(𝜑𝑗 , 𝑡) + 
𝜎𝐴𝑏𝑠,𝑖
𝜎𝑅𝑒𝑙,𝑖  
) − 𝑙𝑜𝑔10 (?̅?𝑖(𝜃, 𝜑𝑗 , 𝑡) + 
𝜎𝐴𝑏𝑠,𝑖
𝜎𝑅𝑒𝑙,𝑖  
)|
2
𝑛𝑚𝑒𝑠
𝑡=1
𝑛𝑒
𝑗=1       (.2.1.2) 
L’identificateur prend en compte, lors de l’estimation, l’incertitude sur les mesures due aux limites 
des méthodes analytiques utilisées pour le dosage des composés du milieu. Ici, σAbs,i et σRel,i 
représente respectivement l’écart-type absolu et relatif sur la mesure du iième composé. Les valeurs 
des écarts-types utilisées sont présentées dans le tableau .2.11. 
Tableau .2.1 : Ecart-type relatif et absolu sur les différents composés du fermenteur 
Composé Ecart-type relatif 
(σRel) en % 
Ecart-type absolu 
(σAbs) en mmol/L 
Biomasse 3,06 0,0952 
Acides aminés 8,56 0,2018 
Glucose 2,16 0,0856 
Ions ammonium 3,90 0,0528 
Thiolutine 3,00 0,0231 
Dioxyde de carbone 10,00 0,0347 
Ammonium gazeux 5,00 0,0201 
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Les valeurs des écart-types présentés sont fixées en fonction, d’une part, de la précision des 
méthodes analytiques (cf. chapitre .2) et d’autre part, des tolérances relative (RelTol = 3.10-4) et 
absolue (AbsTol = 1.10-4 mmol/L) de l’intégrateur numérique (« Radau5 », Hairer and Wanner, 1996). 
Il est nécessaire de prendre en compte ces tolérances pour éviter que l’identificateur essaye de 
réconcilier une concentration avec un intervalle de confiance petit. En effet, en début de 
fermentation, l’identificateur prédit des concentrations en thiolutine très petites de l’ordre du µM. 
Or, au même moment, la concentration en glucose est pour certaines expériences de 83,3 mmol/L 
(soit 15 g/L). Une précision de 3,1 µmol/L sur la thiolutine (tableau .2.11) nécessiterait des dizaines 
de milliers de pas d’intégration ce qui rend son exécution informatique impossible. Ainsi, les écarts-
types absolus sont modifiés de manière à ce que l’impact de la valeur de la concentration en glucose 
sur les autres composés soit fixé à 20 µmol/L, soit une erreur de 0,024% (tableau .2.11).  
L’écart-type absolu des acides aminés a été augmenté au vu de la partie chaotique de l’évolution des 
concentrations expérimentales. Ces valeurs ont été validées par l’analyse des intervalles de confiance 
à 95% et à 50% sur les mesures expérimentales. Les intervalles de confiance à 95% des données 
expérimentales (ε95%,i) sont calculés à l’aide des écarts-types relatifs et absolus pour chaque méthode 
analytique utilisée selon l’équation .2.1.3. 
𝜀95%,𝑖 = ±3 × (𝜎𝐴𝑏𝑠,𝑖 + 𝜎𝑅𝑒𝑙,𝑖 × 𝑌𝑒𝑥𝑝,𝑖)    pour i = 1 … nc  (.2.1.3) 
De même, les intervalles de confiance à 50% des données expérimentales (ε50%,i) sont calculés selon 
l’équation .2.1.4. 
𝜀50%,𝑖 = ±(𝜎𝐴𝑏𝑠,𝑖 + 𝜎𝑅𝑒𝑙,𝑖 × 𝑌𝑒𝑥𝑝,𝑖)  pour i = 1 … nc  (.2.1.4) 
La courbe d’une cinétique prédite par un modèle épousant parfaitement les données est localisée 
parmi 95% des barres d’erreurs calculées par l’équation .2.1.3 (seul 5% des points sont à coté). 
Lorsque les barres d’erreurs sur les points expérimentaux sont calculées par l’équation .2.1.4, la 
courbe se situe dans 50% de ces barres. Ainsi, la valeur de l’écart-type absolu des acides aminés a été 
augmenté afin d’obtenir une cinétique cohérente (tableau .2.11). En effet, lorsque aucune cinétique 
ne peut manifestement passer par le jeu de barres d’erreurs déterminé par les équations .2.1.3 et 
.2.1.4, cela signifie que la précision relative ou la précision absolue (initialement déterminés au 
chapitre .2) sont en-dessous de la réalité.  
II.2.I.2. Méthode d’optimisation  
Le problème d’estimation est résolu en associant la méthode du simplexe de Nelder-Mead (Lagarias 
et al., 1998) et celle de Levenberg-Marquardt (Marquardt, 1963; Moré, 1978). Pour pallier aux 
inconvénients de ces méthodes locales, l’estimation s’appuie sur une initialisation multiple à tirage 
aléatoire. Initialement, dix vecteurs de paramètres sont tirés au hasard à l’aide d’un générateur de 
nombre aléatoire par congruence. Ces vecteurs sont optimisés dans un premier temps par la 
méthode de Levenberg-Marquardt avec un maximum de 4000 itérations. Ces dix vecteurs de 
paramètres sont ensuite optimisés par la méthode de Nelder-Mead avec 1000 itérations. Chaque 
étape d’optimisation s’arrête avant d’atteindre ces nombres maximaux d’itérations dès que tous les 
coefficients du vecteur des paramètres (reconditionnés) varient de moins de respectivement 10-6 et 
10-4, pour chaque étape d’optimisation, ou si ces pas entrainent une variation du critère 
d’optimisation de moins de 10-6 et 10-4, respectivement pour chaque étape d’optimisation.  
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Le tableau .2.2 résume, pour chaque étape d’optimisation, la méthode, le nombre maximal 
d’itérations ainsi que les conditions d’arrêt prématuré. 
Tableau .2.2 : Récapitulatif des étapes de la méthode d'optimisation 
Etape 
Méthode 
d’optimisation 
Nombre maximal 
d’itération 
Variation minimale des 
paramètres 
reconditionnés 
Variation minimale du 
critère d’optimisation 
entre 2 pas 
1 Levenberg-Marquardt 4000 10-6 10-6 
2 Nelder-Mead 1000 10-4 10-4 
 
Pour chacune des équations du modèle, les dérivées sont calculées en utilisant la « direct 
differentiation method », basée sur le calcul des dérivées analytiques. Cette méthode permet de 
limiter le biais introduit dans le système de résolution. 
II.2.I.3. Intervalle de confiance des paramètres 
La région de confiance est définie comme l’espace où il est probable, à un certain niveau de 
confiance, de trouver les vraies valeurs des paramètres. Cette région est calculée à partir de la 
matrice d’information de Fisher (MFisher) qui est elle-même calculée à partir de la matrice de 
sensibilité (également appelée Jacobien) (MJacobien) et de la matrice de variance-covariance des 
données mesurées (Σ) d’après l’équation .2.1.5.  
𝑀𝑓𝑖𝑠ℎ𝑒𝑟 = 𝑀𝐽𝑎𝑐𝑜𝑏𝑖𝑒𝑛
𝑇 × Σ−1 ×𝑀𝐽𝑎𝑐𝑜𝑏𝑖𝑒𝑛   (.2.1.5) 
Le Jacobien permet d’évaluer la sensibilité des prédictions du modèle par rapport aux paramètres 
(θ). Le coefficient de la iième ligne et jième colonne de cette matrice rectangulaire représente la dérivé 
de la prédiction de la iième mesure expérimentale par rapport au jième paramètre du modèle. En notant 
np le nombre de paramètres du modèle, on obtient l’équation .2.1.6. 
𝑀𝐽𝑎𝑐𝑜𝑏𝑖𝑎𝑛 =
(
 
 
 
 
 
 
 
𝑑?̅?
𝑑𝜃1
(𝜃, 𝜑1, 1) ⋯
𝑑?̅?
𝑑𝜃𝑛𝑝
(𝜃, 𝜑1, 1)
⋮ ⋱ ⋮
𝑑?̅?
𝑑𝜃1
(𝜃, 𝜑1, 𝑛𝑚𝑒𝑠)
𝑑?̅?
𝑑𝜃1
(𝜃, 𝜑2, 1)
⋮
𝑑?̅?
𝑑𝜃1
(𝜃, 𝜑𝑛𝑒 , 𝑛𝑚𝑒𝑠)
⋯
𝑑?̅?
𝑑𝜃𝑛𝑝
(𝜃, 𝜑1, 𝑛𝑚𝑒𝑠)
𝑑?̅?
𝑑𝜃𝑛𝑝
(𝜃, 𝜑2, 1)
⋮
𝑑?̅?
𝑑𝜃𝑛𝑝
(𝜃, 𝜑𝑛𝑒 , 𝑛𝑚𝑒𝑠))
 
 
 
 
 
 
 
               (.2.1.6) 
La matrice de variance-covariance est une matrice diagonale dont le coefficient diagonal de la iième 
ligne et iième colonne représente la variance de la iième mesure, avec i entre 1 et nmes x ne x nc 
(équation .2.1.7). 
Σ−1 =
(
 
 
 
 
 
 
 
 
1
𝜎1,1
2 ⋯ 0
⋮
⋱
1
𝜎𝑛𝑐,1
2
⋱
1
𝜎1,2
2
⋱
⋮
0 ⋯ 1
𝜎𝑛𝑐,𝑛𝑚𝑒𝑠×𝑛𝑒
2 )
 
 
 
 
 
 
 
 
                (.2.1.7) 
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La région de confiance des paramètres est un hyper-ellipsoïde centré sur le vecteur des paramètres 
estimés. La figure .2.2 représente la région de confiance pour un vecteur de 3 paramètres. Les 
directions des demi-axes de cet ellipsoïde sont les vecteurs propres de la matrice d’information de 
Fisher et la longueur de ces demi-axes est proportionnelle à la racine carrée de l’inverse de la valeur 
propre (λ) correspondante. Lorsque le coefficient de proportionnalité est égal à 2√χ2(𝑛𝑝, 95%), 
l’ellipsoïde est une région de confiance vraie à 95%. 
 
Figure .2.2 : Représentation géométrique de la région de confiance des paramètres estimés pour un vecteur de 3 
paramètres, CP : composante principale 
La région de confiance détermine la forme et la dimension d’une région de l’espace paramétrique 
contenant, avec 95% de chance, les valeurs vraies des paramètres alors que l’intervalle de confiance 
des paramètres localise la valeur vraie de chaque paramètre. En effet, l’intervalle de confiance est un 
sous-segment de la projection de la région de confiance sur les axes principaux. La taille de cet 
intervalle pour chacun des paramètres estimés est proportionnelle à la racine carrée de l’inverse du 
coefficient diagonal de la matrice d’information de Fisher correspondant. Le coefficient de 
proportionnalité est égal à 2√χ2(1, 95%). 
II.2.II. Analyse de l’ajustement 
L’objectif de la modélisation est de pouvoir prédire le comportement du système pour des conditions 
initiales et opératoires données, il est donc important d’évaluer l’ajustement des prédictions du 
modèle aux données expérimentales réelles. L’ajustement des prédictions du modèle aux données 
expérimentales est calculé pour chaque composé en utilisant le critère présenté par l’équation 
.2.2.1. 
𝐶𝑡 =
1
𝑛𝑚𝑒𝑠
∑ |
𝑌𝑒𝑥𝑝(𝑡)−?̅?(𝜃,𝑡)
max(𝑌𝑒𝑥𝑝(𝑡))
|
2
𝑛𝑚𝑒𝑠
𝑡=1         (.2.2.1) 
Le critère d’ajustement global sur l’ensemble de l’expérience correspond à la somme des critères 
d’ajustement de chaque composé. 
θ
CP2
CP1
Vecteur propre de 
MFisher : v2
Vecteur propre de 
MFisher : v1
CP3
Vecteur propre de 
MFisher : v3
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II.2.III. Spécificités de la toolbox ExOptim 
II.2.III.1. Prise en compte de l’erreur sur les concentrations initiales 
Une des spécificités de la toolbox ExOptim est la possibilité de prendre en compte les erreurs de 
mesure sur les différents composés dès la première mesure au temps initial alors que les méthodes 
classiques supposent des données initiales sans incertitudes. En effet, dans le cas de données de 
fermentation, la stérilisation du milieu de culture par autoclavage entraine une incertitude non 
quantifiable sur la composition initiale du milieu de culture. De plus, le fermenteur est inoculé avec 
une certaine quantité de biomasse issue d’une préculture effectuée en Erlenmeyer. Le caractère 
filamenteux de la bactérie étudiée ne permet pas de standardiser totalement l’inoculation et donc la 
concentration en biomasse ajoutée initialement. Ainsi, la concentration initiale de chaque composé 
est mesurée au même titre que les autres points de la fermentation et est sujette aux erreurs de 
mesure des méthodes analytiques employées.  
Les erreurs relatives entre les concentrations initiales mesurées et les concentrations initiales vraies 
sont implémentées comme des paramètres du modèle et sont identifiées. Les bornes de ces 
paramètres correspondent à l’intervalle de confiance à 95% sur les mesures expérimentales (ε95%,i) 
calculées à l’aide des écarts-types relatifs et absolus présentés dans le tableau .2.3, selon l’équation 
.2.1.3. Dans le cas de la valeur des concentrations initiales des composés, les écarts-types absolus 
ne prennent pas en compte les tolérances de l’intégrateur numérique. Seules les quantités initiales 
en dioxyde de carbone et en ammonium gazeux sont supposées être connues exactement et sont 
égales à zéro. 
Tableau .2.3 : Ecart-type relatif et absolu avant prise en compte des tolérances de l’intégrateur sur les différents 
composés du fermenteur 
Composé Ecart-type relatif 
(σRel) en % 
Ecart-type absolu 
(σAbs) en mmol/L 
Biomasse 3,06 0,0752 
Acides aminés 8,56 0,1818 
Glucose 2,16 0,0656 
Ions ammonium 3,90 0,0328 
Thiolutine 3,00 0,0031 
Dioxyde de carbone 10,00 0,0147 
Ammonium gazeux 5,00 0,0001 
 
II.2.III.2. Reparamétrisation du modèle cinétique 
Afin d’assurer une stabilité à la méthode numérique d’optimisation et éviter les problèmes 
d’identifiabilité, les paramètres doivent être choisis de manière à limiter les corrélations avec les 
prédictions du modèle tout en gardant une influence significatrice sur ces prédictions. Or les 
paramètres du modèle de Monod sont hautement corrélés entre eux. De plus, le vecteur des 
paramètres du modèle doit être reparamétré de manière à ce que le domaine de variation de chaque 
paramètre soit de l’ordre de l’unité. En effet, si la valeur vraie d’un paramètre est très faible, les 
variations de la valeur de son estimation pendant l’optimisation seront du même ordre de grandeur 
que la valeur du paramètre lui-même, ce qui peut autoriser un bassin de convergence de l’extrema 
global si petit qu’il est peu probable que l’optimiseur le teste. Si de petites variations autour d’un 
paramètre vrai ont une grande influence sur les prédictions, on peut similairement passer à coté du 
bassin de convergence de l’extrema global. A contrario, si les valeurs des paramètres sont très 
grandes, l’optimiseur manipulant préférentiellement des variations de l’ordre de l’unité, certaines 
zones risquent alors de ne jamais être testées.  
Chapitre 2 : ExOptim : un outil d’identification et de planification d’expériences 
Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                  135 | P a g e  
La reparamétrisation à définir doit donc permettre de réduire les corrélations entre les paramètres 
des différentes équations cinétiques et assurer une évolution de chaque paramètre de l’ordre de 
l’unité. La Toolbox permet de reparamétrer le vecteur des paramètres de façon indépendante de 
l’écriture des équations différentielles (ODEs), afin de limiter les erreurs de programmation. 
L’écriture des équations du modèle reste ainsi inchangée, le vecteur des paramètres (θ) est 
reparamétré en un vecteur (p) dans une fonction distincte « theta2p ». Après l’identification, à 
chaque changement du vecteur (p) suggéré par l’optimiseur, les paramètres du vecteur (θ) sont 
recalculés à partir du vecteur des paramètres reparamétrés estimés (p) dans une fonction 
indépendante « p2theta ». 
La reparamétrisation utilisée propose d’identifier les paramètres du modèle à partir de coordonnées 
définies. En considérant l’exemple simple d’une équation affine .2.3.1. 
𝑦 = 𝑎. 𝑥 + 𝑏        (.2.3.1) 
Où a et b sont les paramètres à identifier et x la concentration expérimentale. On se propose de 
reparamétrer le vecteur θ = a, b en vecteur p = y1, y2 tel que : 
{
𝑦1 = 𝑎. 𝑥1 + 𝑏
𝑦2 = 𝑎. 𝑥2 + 𝑏
         (.2.3.2) 
D’après la théorie des barycentres, tous les points de coordonnées (xn, yn) peuvent être définis 
comme une combinaison linéaire des points (x1, y1) et (x2, y2) affectés respectivement des masses (xn-
x2) et (x1-xn) qui sont alors les coordonnées barycentriques du point (xn, yn). 
Avec :            𝑦𝑛 =
(𝑥𝑛−𝑥2)𝑦1+(𝑥1−𝑥𝑛)𝑦2
𝑥1−𝑥2
              (.2.3.3) 
Après l’estimation du vecteur des paramètres p, la résolution du système .2.3.3 permet de 
recalculer les valeurs estimées des paramètres a et b. 
Suivant ce principe, les paramètres θ du modèle stœchio-cinétique sont donc reparamétrés en un 
vecteur p comprenant un jeu de vitesses nominales calculées à partir des équations du modèle pour 
des concentrations données en substrats et en produits. Deux concentrations nominales sont 
choisies pour chaque composé impliqué dans le calcul des vitesses de réaction. La première valeur, 
dite « nominale 1 », correspond à une concentration représentative des données expérimentales 
pour laquelle les vitesses de réaction sont importantes, la deuxième valeur, dite « nominale 2 », est 
une concentration représentative des données expérimentales la plus éloignée possible de la 
première valeur. Pour chacune des vitesses de réaction, le nombre de vitesses nominales calculées 
correspond au nombre de paramètres à identifier dans l’équation de la vitesse, à l’exception de la 
vitesse de la réaction de production de thiolutine (v4). En effet, le paramètre KThio,4 représente la 
concentration maximale de thiolutine dans le fermenteur. Ce paramètre dépend de l’expérience sur 
laquelle il est identifié. Il est donc reparamétré indépendamment en log (KThio,4). 
Les vitesses dites « nominales 1 » sont calculées pour chacune des réactions à partir des 
concentrations nominales 1. De manière à assurer une variation des paramètres (p) de l’ordre de 
l’unité pendant l’identification, l’unité des vitesses nominales 1 est modifiée en mmol/(L.h) puis le 
logarithme des vitesses nominales 1 est calculé et ajouté au vecteur des paramètres (p). Les vitesses 
dites « nominales 2 » sont calculées à partir de la concentration nominale 2 pour un des composés 
impliqués dans l’équation de la vitesse et des concentrations nominales 1 pour les autres composés 
de manière à faciliter l’inversion de la reparamétrisation.  
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Par exemple, la vitesse de la réaction de maintenance sur glucose (R2) est définie par l’équation 
.2.3.4. 
𝑣2(𝑡) = 𝐶2[𝑋]
[𝐺𝑙𝑢]
[𝐺𝑙𝑢]+𝐾𝐺𝑙𝑢,2
      (.2.3.4) 
La vitesse nominale 1 (v2N1) est calculée à partir des concentrations nominales 1 en biomasse (X1) et 
en glucose (Glu1), d’après l’équation .2.3.5. 
𝑣2𝑁1(𝑡) = 𝐶2[𝑋]1
[𝐺𝑙𝑢]1
[𝐺𝑙𝑢]1+𝐾𝐺𝑙𝑢,2
        (.2.3.5) 
La vitesse nominale 2 (v2N2) est calculée à partir de la concentration nominale 1 en biomasse (X1) et 
de la concentration nominale 2 en glucose (Glu2), d’après l’équation .2.3.6. 
𝑣2𝑁2(𝑡) = 𝐶2[𝑋]1
[𝐺𝑙𝑢]2
[𝐺𝑙𝑢]2+𝐾𝐺𝑙𝑢,2
        (.2.3.6) 
Ceci facilitera le calcul de la valeur du paramètre 𝐾𝐺𝑙𝑢,2 après l’identification. Afin d’assurer une 
variation des paramètres (p) de l’ordre de l’unité pendant l’identification, mais également de 
contraindre les constantes de saturation (K) à avoir une valeur positive, le rapport entre les vitesses 
nominales 2 et les vitesses nominales 1 (
𝑣𝑁1
𝑣𝑁2⁄ ) est ajouté au vecteur des paramètres (p). 
Les autres paramètres du modèle (seuil, durée de phase et erreur relative sur la mesure initiale) sont 
également reparamétrés dans le but d’assurer une variation des paramètres du vecteur (p) de l’ordre 
de l’unité. Ainsi, les seuils sont reparamétrés en logarithme de leur valeur et les erreurs relatives 
initiales sont multipliées par 10 dans le vecteur des paramètres (p). Les durées de la phase de latence 
et de la phase 2 de fermentation ne sont pas reparamétrées car leur domaine de variation (en jour) 
est déjà de l’ordre de l’unité. 
II.2.III.3. Normalisation des données expérimentales 
Pour les même raisons que celles énoncées dans le paragraphe précédent, il est nécessaire de 
normaliser la matrice des données expérimentales utilisées pour l’estimation des paramètres. Les 
données sont donc normalisées selon l’équation .2.3.7. 
𝑌𝑛𝑜𝑟𝑚,𝑖(𝜑𝑗 , 𝑡) =
𝑙𝑜𝑔10(𝑌𝑒𝑥𝑝,𝑖(𝜑𝑗,𝑡)+ 
𝜎𝐴𝑏𝑠,𝑖
𝜎𝑅𝑒𝑙,𝑖  
)
𝜎𝑅𝑒𝑙,𝑖
    pour i = 1 … nc et j = 1 …ne   (.2.3.7) 
L’influence du premier prélèvement dans le résidu est augmentée de manière à le faire correspondre 
au mieux aux données expérimentales. En effet, l’erreur d’ajustement due à l’approximation du 
modèle est supposée quatre fois plus importante que celle due aux erreurs de mesure. Pour le 
premier point expérimental (à t=0h), seule l’erreur de mesure est prise en compte car les réactions 
du modèle n’influent pas sur les données initiales. Ce point est, par conséquent, plus fiable que les 
autres points expérimentaux, ce qui se traduit par une modification de la valeur de 𝑌𝑛𝑜𝑟𝑚,𝑖(𝜑𝑗 , 0) 
(équation .2.3.8).  
𝑌𝑛𝑜𝑟𝑚,𝑖(𝜑𝑗 , 0) =
5 ×𝑙𝑜𝑔10(𝑌𝑒𝑥𝑝,𝑖(𝜑𝑗,0)+ 
𝜎𝐴𝑏𝑠,𝑖
𝜎𝑅𝑒𝑙,𝑖  
)
 𝜎𝑅𝑒𝑙,𝑖
    pour i = 1 … nc et j = 1 …ne   (.2.3.8) 
Le coefficient multiplicateur de 5 a été fixé par rapport aux résultats des premières identifications 
réalisées. Il correspond aux premières valeurs obtenues pour le résidu final qui traduit de l’erreur 
d’ajustement entre les données expérimentales et les données simulées. 
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Pour certaines expériences de la base de données, on observe une dégradation de la thiolutine qui 
n’a pas été modélisée. Afin de limiter la perturbation de l’identification des paramètres du modèle, 
les données expérimentales en thiolutine sont modifiées une fois la concentration maximale atteinte 
selon l’équation .2.3.9. Cette modification permet de diminuer le poids des données de thiolutine 
pendant la phase de dégradation.  
𝑌𝑛𝑜𝑟𝑚,5(𝜑𝑗, 𝑡) = 𝐾𝑇ℎ𝑖𝑜,4              pour t > tf,prod et j = 1 …ne      (.2.3.9) 
Où, i = 5 car la thiolutine est le cinquième composés et tf,prod représente le temps pour lequel la 
thiolutine atteint sa valeur maximale (KThio,4). 
II.2.IV. Conclusion 
La toolbox ExOptim dispose d’une méthode d’identification robuste présentant plusieurs 
caractéristiques, résumées dans le tableau .2.4, la distinguant des méthodes classiques. Tout 
d’abord, l’initialisation multiple à tirage aléatoire des vecteurs de paramètres initiaux multiplie les 
chances de converger vers un optimum global tout en utilisant des méthodes locales (Nelder-Mead 
et Levenberg-Marquardt), ce qui permet un juste compromis entre la robustesse de l’optimisation et 
le temps de calcul. De plus, l’utilisation de dérivées analytiques permet d’éviter l’ajout d’un biais 
dans le système de résolution. La toolbox permet également de prendre en compte l’erreur sur les 
mesures des composés dès la mesure initiale, ce qui est particulièrement adapté au traitement des 
données de fermentation pour lesquelles les concentrations initiales ne sont pas connues avec 
précision. Parallèlement, lors de la normalisation des données expérimentales un poids plus 
important est associé aux mesures initiales car l’erreur d’approximation du modèle n’impacte pas ces 
mesures initiales. Un autre avantage est lié à la construction de la toolbox, qui permet de 
reparamétrer le vecteur des paramètres et les données expérimentales de façon indépendante afin 
de limiter les erreurs lors de l’implémentation du modèle.  
Tableau .2.4 : Rappel des caractéristiques de la toolbox ExOptim et des avantages associés 
Spécificité Avantage 
Initialisation multiple 
Méthode robuste et limitation du temps de calcul 
Association de 2 méthodes d’optimisation  
(Nelder-Mead et Levenberg-Marquardt) 
Calcul des dérivées analytiques 
Prise en compte de l’erreur sur la mesure 
initiale 
Approprié aux données de fermentation 
(les données initiales ne sont pas connues 
précisément) 
Reparamétrisation indépendante Evite les erreurs de programmation 
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Discrimination du modèle stœchio-cinétique du 
comportement de Sa. algeriensis 
Dans ce chapitre, la construction du modèle stœchio-cinétique est explicitée. L’évolution 
macroscopique des différents composés est décrite au moyen des équations de bilan matière dans 
un réacteur parfaitement agité. Nous nous intéressons plus particulièrement à déterminer, parmi 
plusieurs équations possibles, la structure du modèle mathématique des vitesses des phénomènes 
mis en évidence précédemment (réaction ou transfert) en représentant au mieux les tendances des 
données expérimentales. Cette étape de discrimination de modèles a été réalisée sur les données 
expérimentales non réconciliées. L’analyse qualitative des résultats expérimentaux montre que la 
correction des données n’affecte pas les tendances générales des cinétiques d’évolution des 
concentrations des composés dans le fermenteur. Le résultat de cette étape de la construction du 
modèle a donc été conservé. Cependant, les paramètres du modèle global seront estimés sur la base 
des données réconciliées et présentés dans le chapitre .4.  
II.3.I. Modèle stœchiométrique du comportement de Sa. algeriensis 
Suite aux observations qualitatives des données expérimentales, le modèle proposé par Strub (2008) 
qui ne s’appuyait que sur des aspects réactionnels a été complété en y ajoutant la contribution de 
l’entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse. Finalement le modèle de fermentation de 
Sa. algeriensis en fermenteur batch, en supposant le milieu liquide parfaitement agité et le transfert 
d’oxygène non limitant, tient compte des quatre réactions du schéma réactionnel apparent (Strub, 
2008), rappelées ci-dessous, et d’une relation globale d’évaporation de l’ammonium intégrant 
l’équilibre acido-basique et l’équilibre liquide-vapeur (figure .3.1). 
 
Figure .3.1 : Représentation schématique du phénomène de production d'ammonium gazeux 
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Réaction de croissance sur acides aminés : 
𝐶4,73𝐻9,69𝑂2,38𝑁1,26 + 0,26 𝑂2 → 1,20 𝐶3,82𝐻6,75𝑂1,89𝑁0,8 + 0,15 𝐶𝑂2 + 0,30 𝑁𝐻4
+ + 0,35 𝐻2𝑂(R1) 
Réaction de maintenance sur glucose : 
𝐶6𝐻12𝑂6 + 6 𝑂2 → 6 𝐶𝑂2 + 6 𝐻2𝑂            (R2) 
Réaction de croissance sur glucose : 
𝐶6𝐻12𝑂6 + 0,42 𝑁𝐻4
+ + 3,90 𝑂2 → 0,53 𝐶3,82𝐻6,75𝑂1,89𝑁0,8 + 3,97 𝐶𝑂2 + 4,85 𝐻2𝑂      (R3) 
Réaction de production de thiolutine : 
𝐶6𝐻12𝑂6 + 0,32 𝑁𝐻4
+ + 4,16 𝑂2 + 0,32 𝑆𝑂4
2− → 0,16 𝐶8𝐻8𝑂2𝑁2𝑆2 + 4,72 𝐶𝑂2 + 5,84 𝐻2𝑂     (R4) 
Relation globale d’évaporation de l’ammonium: 
𝑁𝐻4
+ +𝐻2𝑂 ↔ 𝑁𝐻3𝑔 +𝐻3𝑂
+             (E5) 
Les réactions s’enchaineraient selon le scénario proposé dans le tableau .3.17. Les bascules 
métaboliques entrainant la transition vers la phase suivante sont également présentées. 
Tableau .3.1 : Enchainement des phénomènes au cours de la fermentation, les temps de culture sont donnés à titre 
indicatif et ne représentent pas une valeur exacte transposable à toutes les fermentations 
Phase Réactions associées Bascule métabolique 
Phase de 
latence 
Evaporation de l’ammonium (E5) non identifiée 
Phase 1a 
(5-12h) 
Croissance sur acides aminés (R1) 
+ Evaporation de l’ammonium (E5) 
A 12h de culture 
Phase 1b 
(12-20h) 
Croissance sur acides aminés (R1) 
+ Croissance sur glucose et ions ammonium (R3) 
+ Evaporation des ions ammonium (E5) 
Epuisement des acides aminés 
assimilables 
Phase 2 
(20-35h) 
Maintenance sur glucose (R2) 
+ Production de thiolutine (R4) 
+ Evaporation de l’ammonium (E5) 
non identifiée* 
Phase 3 
(35-100h) 
Croissance sur glucose et ions ammonium (R3) 
+ Evaporation de l’ammonium (E5) 
Epuisement en substrat 
(glucose ou ions ammonium) 
Phase 4 
(100h-fin) 
Maintenance sur glucose, respiration aérobie (R2) 
+ Evaporation de l’ammonium (E5) 
(+Production de thiolutine (R4)) 
Fin de la fermentation 
* Constatée expérimentalement par l’évolution de la vitesse de production du dioxyde de carbone, et la reprise de la 
croissance 
 
II.3.II. Modélisation de la fermentation en réacteur parfaitement agité 
Le modèle phénoménologique se compose de deux parties distinctes. La première partie correspond 
à l’écriture des bilans matière sur les différents composés du système. La seconde partie permet de 
représenter les différentes phases de fermentation. Pour cela, un système de gestion des bascules 
métaboliques provoquant le changement de phase est développé. Dans ce paragraphe, nous nous 
intéressons à l’écriture des bilans matière. 
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Le système global (fermenteur (phase liquide et phase gaz) + solutions acide et basique pour la 
régulation de pH) est considéré comme un système fermé (figure .3.2). Différentes hypothèses 
complémentaires sont posées : 
 Le fermenteur est parfaitement agité, les concentrations dans le liquide sont donc 
homogènes, 
 Le transfert d’oxygène en phase liquide n’est pas limitant, 
 Les quantités d’acide et de base ajoutées dans le réacteur sont instantanément dispersées, 
 Les composés gazeux sont à l’état quasi-stationnaire, ils ne s’accumulent pas dans le ciel du 
fermenteur. En effet, le débit d’air imposé au fermenteur (1 L/min) entraine un 
renouvellement du ciel gazeux toutes les minutes en début de fermentation (volume liquide 
de 2L et volume du ciel gazeux de 1L) et au maximum toutes les deux minutes en fin de 
fermentation (volume liquide de 1,2L et volume du ciel gazeux de 1,8L), 
 Hormis pour l’ammonium, les quantités des composés, dosés dans la phase liquide, 
entrainées par le débit de gaz sont négligeables, 
 L’équilibre entre les ions ammonium et l’ammonium gazeux est instantané, 
 
Figure .3.2 : Représentation du fermenteur assimilé à un système fermé 
La variation du volume en cours de fermentation n’est pas négligeable puisqu’elle peut atteindre 
jusqu’à 40% du volume initial. Cette variation de volume est principalement due aux prélèvements 
effectués tout au long de la fermentation. Entre deux prélèvements, le volume de liquide dans le 
fermenteur est modifié par les éventuels ajouts d’acide ou de base pour la régulation du pH et à 
l’évaporation d’eau. Les débits d’acide et de base (dacide et dbase) sont considérés comme constants 
sur la durée des ajouts (acide ou base). En effet, le système d’acquisition ne nous permet pas de 
connaître les temps d’ajout précis de chaque solution. Le débit d’évaporation de l’eau (dévaporation) est 
constant tout au long de la fermentation. Le volume de liquide dans le fermenteur est calculé selon 
l’équation .2.8.2. Chaque prélèvement entraine une discontinuité dans le volume du fermenteur. 
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C’est pourquoi, les temps d’échantillonnage sont implémentés dans le modèle comme des 
événements au cours de la fermentation. Ainsi, le volume de liquide dans le réacteur est recalculé 
après chaque prélèvement. Les temps de variation des débits d’acide et de base sont également 
implémentés sous forme d’évènements. 
Afin de prédire la dynamique du système, l’évolution des concentrations des substrats et des 
produits sont exprimées en fonction des vitesses des réactions dans lesquelles ils sont impliqués 
comme réactif ou comme produit (équation .3.2.2 à .3.2.8). Le débit d’évaporation de 
l’ammonium (Φ𝑁𝐻3) est déterminé à partir du bilan matière entre l’entrée et la sortie du fermenteur 
(équation .3.2.1), où 𝑦𝑠
𝑁𝐻3𝑔  représente la fraction molaire de l’ammonium dans le gaz en sortie du 
fermenteur et Ds le débit de gaz en sortie du fermenteur. 
Φ𝑁𝐻3(𝑡) = 𝐷𝑠𝑦𝑠
𝑁𝐻3𝑔              (.3.2.1) 
En raison de la variation du volume de travail, il est préférable de raisonner en mole lorsque l’on 
s’intéresse aux quantités cumulées de manière à ne pas entrainer un biais supplémentaire sur la 
mesure de cette quantité. Pour homogénéiser les unités des composés dosés, il aurait été opportun 
de considérer les quantités de gaz produites instantanées et non les quantités produites cumulées 
dans le temps. 
𝑑[𝑋]
𝑑𝑡
= 1,20𝑣1 + 0,53𝑣3 −
[𝑋]
𝑉𝐿(𝑡)
𝑑𝑉𝐿
𝑑𝑡
      (.3.2.2) 
𝑑[𝐴𝐴]
𝑑𝑡
= −𝑣1 −
[𝐴𝐴]
𝑉𝐿(𝑡)
𝑑𝑉𝐿
𝑑𝑡
          (.3.2.3) 
𝑑[𝐺𝑙𝑢]
𝑑𝑡
= −𝑣2 − 𝑣3 − 𝑣4 −
[𝐺𝑙𝑢]
𝑉𝐿(𝑡)
𝑑𝑉𝐿
𝑑𝑡
         (.3.2.4) 
𝑑[𝑁𝐻4
+]
𝑑𝑡
= 0,30𝑣1 − 0,42𝑣3 − 0,32𝑣4 −
Φ𝑁𝐻3(𝑡)
𝑉𝐿(𝑡)
−
[𝑁𝐻4
+]
𝑉𝐿(𝑡)
𝑑𝑉𝐿
𝑑𝑡
                (.3.2.5) 
𝑑[𝑇ℎ𝑖𝑜]
𝑑𝑡
= 0,16𝑣4 −
[𝑇ℎ𝑖𝑜]
𝑉𝐿(𝑡)
𝑑𝑉𝐿
𝑑𝑡
            (.3.2.6) 
𝑑𝑞𝐶𝑂2
𝑑𝑡
= (0,15𝑣1 + 6𝑣2 + 3,97𝑣3 + 4,72𝑣4)𝑉𝐿(𝑡)        (.3.2.7) 
𝑑𝑞𝑁𝐻3𝑔
𝑑𝑡
= Φ𝑁𝐻3               (.3.2.8) 
II.3.III. Discrimination du modèle stœchio-cinétique représentant le 
comportement de Sa. algeriensis 
Les bilans matière et le calcul de l’évaporation d’ammonium étant établis, il reste à déterminer les 
modèles cinétiques permettant de représenter les vitesses des quatre réactions du schéma 
stœchiométrique. Différentes expressions possibles sont testées pour les réactions de croissance R1 
et R3, de manière à choisir celle qui permet la meilleure représentation de l’évolution des données 
expérimentales. Par la suite, un système de gestion des bascules métaboliques sera présenté afin de 
représenter les différentes phases de la fermentation. Les données expérimentales et simulées 
représentent ici les concentrations en substrats et produits présentes dans le fermenteur au long de 
la culture et ne prennent pas en compte les quantités prélevées dans les échantillons qui ne sont 
donc plus disponibles pour les réactions du schéma stœchiométrique. 
Chapitre 3 : Discrimination du modèle stœchio-cinétique du comportement de Sa. algeriensis 
Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                  145 | P a g e  
II.3.III.1. Représentation mathématique des vitesses de réaction 
II.3.III.1.1. Description des équations représentant les vitesses de réaction 
II.3.III.1.1.1. Réaction de croissance sur acides aminés (R1) 
La première réaction du schéma stœchiométrique apparent traduit la capacité de Sa. algeriensis à se 
développer en consommant les acides aminés libres dans le milieu de culture. En parallèle, la 
concentration en ions ammonium augmente, résultant de la désamination des acides aminés. La fin 
de la croissance est provoquée par une limitation en substrat que sont les acides aminés. D’après 
l’étude bibliographique, le modèle de Monod semble adapté à la représentation de la vitesse de 
cette réaction. Nous avons choisi de tester deux modélisations différentes. La première correspond 
au modèle de Monod avec un terme de limitation en acides aminés (équation .3.3.1). Dans la 
seconde expression (équation .3.3.2), le terme de limitation en acides aminés est au carré, 
intégrant le fait que la bactérie utilise les acides aminés comme source de carbone et source d’azote. 
Ces derniers peuvent donc être limitants pour l’un ou l’autre de ces éléments. 
𝑣1(𝑡) = 𝐶1𝑋(
[𝐴𝐴]
[𝐴𝐴]+𝐾𝐴𝐴,1
)        (.3.3.1) 
𝑣1(𝑡) = 𝐶1𝑋(
[𝐴𝐴]
[𝐴𝐴]+𝐾𝐴𝐴,1
)
2
        (.3.3.2) 
Une troisième expression a été testée pour laquelle la limitation en carbone et en azote serait 
représentée par deux termes de limitation différents (équation .3.3.3). Toutefois les données 
disponibles ne permettaient pas à l’identificateur de faire la distinction entre les deux rôles des 
acides aminés (source de carbone et d’azote). Ainsi, les valeurs de KAA,1 et KAA,2 identifiées étaient 
systématiquement strictement égales et les intervalles de confiance sur ces deux paramètres étaient 
infinis. Cette expression a donc été éliminée et les résultats ne seront pas présentés. 
𝑣1(𝑡) = 𝐶1𝑋(
[𝐴𝐴]
[𝐴𝐴]+𝐾𝐴𝐴,1
) (
[𝐴𝐴]
[𝐴𝐴]+𝐾𝐴𝐴,2
)     (.3.3.3) 
II.3.III.1.1.2. Réaction de maintenance sur glucose (R2) 
La deuxième réaction correspond à une réaction de maintenance avec consommation de glucose et 
d’oxygène et production de dioxyde de carbone. Au cours de la dernière phase de fermentation, 
cette réaction consomme la totalité du glucose restant dans le milieu de culture jusqu’à épuisement. 
La vitesse de cette réaction est décrite à l’aide du modèle Monod avec limitation en glucose 
(équation .3.3.4). 
𝑣2(𝑡) = 𝐶2𝑋 (
[𝐺𝑙𝑢]
[𝐺𝑙𝑢]+𝐾𝐺𝑙𝑢,2
)         (.3.3.4) 
II.3.III.1.1.3. Réaction de croissance sur glucose et ions ammonium (R3) 
La troisième réaction décrit la croissance de Sa. algeriensis avec consommation du glucose en tant 
que source de carbone et des ions ammonium comme source d’azote. La fin de la deuxième phase de 
croissance est provoquée par l’épuisement en substrat : glucose ou ions ammonium selon les 
expériences. La vitesse de cette réaction est représentée par le modèle de Monod avec une double 
limitation en substrat : glucose et ions ammonium (équation .3.3.5). Cette équation est comparée à 
l’équation logistique (.3.3.6), couramment employée pour représenter la croissance microbienne, 
qui a l’avantage d’être simple car elle ne dépend que de la biomasse. 
𝑣3(𝑡) = 𝐶3𝑋 (
[𝐺𝑙𝑢]
[𝐺𝑙𝑢]+𝐾𝐺𝑙𝑢,3
)(
[𝑁𝐻4
+]
3
[𝑁𝐻4
+]
3
+𝐾
𝑁𝐻4
+,3
)          (.3.3.5) 
𝑣3(𝑡) = 𝐶3𝑋 (1 −
[𝑋]
𝐾𝑋,3
)       (.3.3.6) 
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II.3.III.1.1.4. Réaction de production de thiolutine (R4) 
Généralement, les cinétiques de production des métabolites lors d’une fermentation sont exprimées 
en utilisant le modèle de Luedeking et Piret (paragraphe II.1.I.3). Dans le cas de la production d’un 
métabolite secondaire dissociée de la croissance, le terme de production associé à la croissance 
bactérienne est nul. La production de thiolutine semble effectivement dissociée de la croissance pour 
l’ensemble des expériences de la base de données (figure .3.3). L’évolution de ce métabolite est 
donc décrite selon l‘équation .3.3.7. 
𝑑[𝑇ℎ𝑖𝑜]
𝑑𝑡
= 𝛽𝑋        (.3.3.7) 
 
Figure .3.3 : Corrélation entre la vitesse de production de la thiolutine et la concentration en biomasse dans le 
fermenteur pendant la phase de production de la thiolutine 
 
 
 
y = 0,0014x - 0,0071
R² = 0,8306
0
0,0025
0,005
0,0075
0,01
0 5 10 15
CS-2EXL
y = 0,0004x - 0,0024
R² = 0,8846
0
0,00025
0,0005
0,00075
0,001
0 2 4 6 8
CS-1EXL
y = 0,0016x - 0,0105
R² = 0,7723
0
0,0025
0,005
0,0075
0,01
0 5 10 15
CS-4EXL
y = 0,001x - 0,0049
R² = 0,7312
0
0,002
0,004
0,006
0,008
0 2 4 6 8 10
CS-3Glu
y = 0,0017x - 0,0108
R² = 0,7762
0
0,00125
0,0025
0,00375
0,005
0 2 4 6 8 10
CS-5Glu
y = 0,0002x - 0,0005
R² = 0,7343
0
0,0005
0,001
0,0015
0,002
0 2 4 6 8 10
CS-8Glu
y = 0,0003x - 3E-05
R² = 0,7819
0
0,00025
0,0005
0,00075
0,001
0 1 2 3 4
CS-0,5EXL+5Glu
y = 0,0028x - 0,0149
R² = 0,7169
0
0,002
0,004
0,006
0,008
0 2 4 6 8 10
CL-2EXL
y = 0,0107x - 0,0764
R² = 0,7833
0
0,005
0,01
0,015
0,02
5 6 7 8 9 10
CL-pulse1
y = 0,0066x - 0,0437
R² = 0,7376
0
0,005
0,01
0,015
0,02
5 6 7 8 9 10
CL-pulse2
y = 0,0009x - 0,0035
R² = 0,7633
0
0,001
0,002
0,003
0,004
0 2 4 6 8
CL-0,5NH3
y = 0,0021x - 0,0132
R² = 0,7361
0
0,005
0,01
0,015
0,02
0 5 10 15
CL-25°C
y = 0,0003x - 0,0028
R² = 0,8047
0
0,001
0,002
0,003
0,004
0 10 20
CL-35°C
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
Biomasse (mmol/L) Biomasse (mmol/L) Biomasse (mmol/L)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
Biomasse (mmol/L) Biomasse (mmol/L) Biomasse (mmol/L)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
L/
l/
h
)
Biomasse (mmol/L) Biomasse (mmol/L) Biomasse (mmol/L)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
Biomasse (mmol/L)
Biomasse (mmol/L) Biomasse (mmol/L) Biomasse (mmol/L)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
V
it
es
se
 d
e 
p
ro
d
u
ct
io
n
 d
e 
th
io
lu
ti
n
e 
(m
m
o
l/
L/
h
)
Chapitre 3 : Discrimination du modèle stœchio-cinétique du comportement de Sa. algeriensis 
Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                  147 | P a g e  
Dans le cadre de la représentation de la vitesse de la production de thiolutine, le terme de 
production dissocié de la croissance (β) est modifié par l’ajout d’un terme basé sur la loi logistique 
(équation .3.3.8). Cette modification est motivée par l’allure des données expérimentales en 
thiolutine (cf. paragraphe I.3.III). De façon similaire à une courbe de croissance classique, la 
concentration en thiolutine présente une phase d’accélération, une phase de production 
exponentielle puis une phase de ralentissement. La modélisation via une loi logistique permet de 
représenter cette tendance mais également de stopper la réaction lorsque la quantité maximale de 
thiolutine est atteinte car le facteur provoquant l’arrêt de la production n’est actuellement pas 
connu.  
𝑣4(𝑡) = 𝐶4𝑋 (1 −
[𝑇ℎ𝑖𝑜]
𝐾𝑇ℎ𝑖𝑜,4
)     (.3.3.8) 
L’intérêt du modèle est de représenter la phase de production de thiolutine pendant la période 
d’adaptation. Il a donc été choisi de ne pas simuler le déclin observé pendant la seconde phase de 
croissance. De même, la production de thiolutine en fin de fermentation, sur certaines expériences, 
reste marginale par rapport à la quantité de thiolutine produite pendant la seconde phase de la 
fermentation, et ne sera donc pas modélisée. 
II.3.III.1.2. Discrimination du modèle phase par phase 
II.3.III.1.2.1. Détermination de l’équation de la vitesse de la réaction de 
croissance sur glucose et ions ammonium (R3)  
D’après l’analyse qualitative des données expérimentales, la réaction de croissance avec 
consommation du glucose et des ions ammonium serait active pendant les deux phases de 
croissance. Pendant la première phase de croissance (à partir de 12h), elle est couplée à la réaction 
de croissance sur acides aminés alors que pendant la seconde phase de croissance (phase 3), la 
totalité de la biomasse est produite à partir du glucose. L’équation de la vitesse de la réaction R3 est 
donc discriminée pendant cette phase 3 de la fermentation. Seule la réaction de croissance sur 
glucose et ions ammonium (R3) est active, ainsi l’écriture des autres vitesses de réaction n’a pas 
d’influence sur le résultat de la discrimination lorsqu’elle est effectuée en phase 3.  
Les résultats obtenus après identification sur l’expérience CS-1NH3 pendant la seconde phase de 
croissance (phase 3) sont présentés sur les figure .3.4a et .3.5a pour le modèle de Monod 
(équation .3.3.5) et sur la figure .3.4b et .3.5b pour le modèle logistique (équation .3.3.6). La 
valeur du critère d’ajustement (Ct) est du même ordre de grandeur pour l’ensemble des données 
quel que soit le modèle identifié. Les critères d’ajustement obtenus, de l’ordre de 10-2 et 10-3, 
traduisent d’une représentation correcte des données expérimentales (figure .3.4). Néanmoins, en 
fin de fermentation, le modèle logistique a tendance à surévaluer la concentration en biomasse 
produite (figure .3.5b). De plus, la forme logistique contient un paramètre dépendant de 
l’expérience. En effet, le paramètre KX,3 correspond à la concentration maximale en biomasse 
atteinte au cours de la fermentation. Cette concentration varie donc selon la quantité de substrat 
carboné introduit dans le milieu de culture. Suite à ces observations, le modèle de Monod est préféré 
à l’équation logistique pour la représentation de la vitesse de croissance sur glucose et ions 
ammonium (R3). 
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Figure .3.4 : Ajustement des modèles testés aux données expérimentales en biomasse, glucose, ions ammonium et 
dioxyde de carbone pour une culture batch de Sa. algeriensis dans les conditions standards, Ct : critère d’ajustement, 
A : v3 est exprimée par le modèle de Monod, B : v3 est exprimée par le modèle logistique 
A : Modèle de Monod
10
12
14
16
18
20
22
10 12 14 16 18 20 22
B
io
m
as
se
ex
p
é
ri
m
e
n
ta
le
(m
m
o
l/
L)
Biomasse simulée (mmol/L)
50
55
60
65
70
75
80
50 60 70 80
G
lu
co
se
 e
xp
é
ri
m
e
n
ta
l
(m
m
o
l/
L)
Glucose simulé (mmol/L)
0
5
10
15
20
0 5 10 15 20
Io
n
s 
am
m
o
n
iu
m
 
ex
p
é
ri
m
e
n
ta
u
x
(m
m
o
l/
L)
Ions ammonium simulés (mmol/L)
50
75
100
125
150
175
200
50 75 100 125 150 175 200
D
io
xy
d
e
d
e
 c
ar
b
o
n
e
ex
p
é
ri
m
e
n
ta
l(
m
m
o
l/
L)
Dioxyde de carbone simulé (mmol/L)
Ct = 2,12.10-3
Ct = 3,45.10-3Ct = 4,41.10-2
Ct = 3,22.10-2
B : Modèle Logistique
10
12
14
16
18
20
22
24
10 15 20
B
io
m
as
se
ex
p
é
ri
m
e
n
ta
le
(m
m
o
l/
L)
Biomasse simulée (mmol/L)
50
55
60
65
70
75
80
50 60 70 80
G
lu
co
se
 e
xp
é
ri
m
e
n
ta
l
(m
m
o
l/
L)
Glucose simulé (mmol/L)
0
5
10
15
20
0 5 10 15 20
Io
n
s 
am
m
o
n
iu
m
 
ex
p
é
ri
m
e
n
ta
u
x
(m
m
o
l/
L)
Ions ammonium simulés (mmol/L)
50
75
100
125
150
175
200
50 75 100 125 150 175 200
D
io
xy
d
e
d
e
 c
ar
b
o
n
e
ex
p
é
ri
m
e
n
ta
l(
m
m
o
l/
L)
Dioxyde de carbone simulé (mmol/L)
Ct = 2,30.10-3
Ct = 4,88.10-3Ct = 3,29.10-2
Ct = 5,23.10-2
Chapitre 3 : Discrimination du modèle stœchio-cinétique du comportement de Sa. algeriensis 
Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                  149 | P a g e  
 
Figure .3.5 : Représentation de l'évolution des données simulées et des données expérimentales en biomasse, glucose, 
ions ammonium et dioxyde de carbone pour une culture batch de Sa. algeriensis dans les conditions standards,  
Ct : critère d’ajustement, A : v3 est exprimée par le modèle de Monod, B : v3 est exprimée par le modèle logistique 
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II.3.III.1.2.2. Détermination de l’équation de la vitesse de la réaction de 
croissance sur acides aminés (R1) 
La phase de croissance sur acides aminés correspond aux phases 1a et 1b de la fermentation. La 
discrimination de la vitesse de la réaction R1 est donc réalisée sur les 30 premières heures de la 
fermentation. Les prédictions des deux modèles, présentés dans le tableau .3.2, sont comparées. 
Pendant la phase 1a, seules les réactions de croissance sur acides aminés (R1) et de maintenance sur 
glucose (R2) sont actives. A partir de 12h, les réactions de croissance sur acides aminés (R1) et de 
croissance sur glucose et ions ammonium (R3) sont occurrentes. La vitesse de la réaction R3 est 
représentée par le modèle de Monod discriminé précédemment. Les valeurs des paramètres (C3, 
𝐾𝐺𝑙𝑢,3 et 𝐾𝑁𝐻4+,3) sont fixées d’après les résultats obtenus lors de l’identification de la réaction R3 sur 
la phase 3 et ne sont pas réidentifiées. Les paramètres des réactions R1 et R2 sont identifiés.  
Tableau .3.2 : Différents modèles utilisés pour comparer les deux équations proposées pour la représentation de la 
vitesse de la réaction de croissance sur acides aminés (R1) 
 Modèle 1 Modèle 2 
Réaction 1 𝑣1(𝑡) = 𝐶1𝑋 (
[𝐴𝐴]
[𝐴𝐴] + 𝐾𝐴𝐴,1
) 𝑣1(𝑡) = 𝐶1𝑋 (
[𝐴𝐴]
[𝐴𝐴] + 𝐾𝐴𝐴,1
)
2
 
Réaction 2 𝑣2(𝑡) = 𝐶2𝑋
[𝐺𝑙𝑢]
[𝐺𝑙𝑢] + 𝐾𝐺𝑙𝑢,2
 𝑣2(𝑡) = 𝐶2𝑋
[𝐺𝑙𝑢]
[𝐺𝑙𝑢] + 𝐾𝐺𝑙𝑢,2
 
Réaction3 𝑣3(𝑡) = 𝐶3𝑋
[𝐺𝑙𝑢]
[𝐺𝑙𝑢] + 𝐾𝐺𝑙𝑢,3
[𝑁𝐻4
+]3
[𝑁𝐻4
+]3 + 𝐾𝑁𝐻4+,3
 𝑣3(𝑡) = 𝐶3𝑋
[𝐺𝑙𝑢]
[𝐺𝑙𝑢] + 𝐾𝐺𝑙𝑢,3
[𝑁𝐻4
+]3
[𝑁𝐻4
+]3 + 𝐾𝑁𝐻4+,3
 
 
Les résultats obtenus après identification sur l’expérience CS-1NH3 sont présentés sur la figure 
.3.6a et .3.7a pour le modèle 1 et sur la figure .3.6b et .3.7b pour le modèle 2. Les données en 
glucose sont bien représentées par les deux modèles avec un critère d’ajustement de l’ordre de 10-4. 
Pour les données en biomasse, acides aminés et ions ammonium le critère d’ajustement est 
systématiquement supérieur lorsque les données sont simulées avec le modèle 1 par rapport à celui 
obtenu avec le modèle 2 (figure .3.6). En effet, le modèle 2 permet de mieux représenter les 
données sur la fin de la première phase de croissance, lorsque les acides aminés deviennent 
limitants. Cela se traduit par une meilleure corrélation des faibles valeurs en acides aminés. De 
même, le modèle 1 surestime la biomasse à partir de 20 h de culture et ne ralentit pas la croissance 
lorsque les acides aminés deviennent limitants (figure .3.7). 
Les données en ions ammonium sont systématiquement sous-estimées par le modèle 1 alors que les 
données simulées par le modèle 2 restent dans l’erreur de mesure des données expérimentales 
(figure .3.7). Dans les deux cas, les valeurs de la concentration simulée en ions ammoniums ont 
tendance à être systématiquement plus faibles que celles de la concentration expérimentale pendant 
les 12 premières heures de culture. Ce phénomène reflète la difficulté des modèles à représenter la 
tendance à l’augmentation de la concentration en ions ammonium pendant la phase 1a. Cependant, 
alors que le modèle 1 ne parvient pas à simuler cette augmentation de la concentration en ions 
ammonium, le modèle 2 représente effectivement cette tendance à l’augmentation de la 
concentration en ions ammonium pendant les 12 premières heures de culture. A la vue de ces 
observations, le modèle de Monod avec le terme de limitation en acides aminés au carré est 
sélectionné pour la représentation de la vitesse de croissance sur acides aminés (R1). 
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Figure .3.6 : Ajustement des modèles testés aux données expérimentales en biomasse, acides aminés ions ammonium 
et glucose, pour une culture batch de Sa. algeriensis dans les conditions standards, Ct : critère d’ajustement, 
A : v1 est exprimée par le modèle de Monod, B : v1 est exprimée par le modèle de Monod au carré 
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Figure .3.7 : Représentation de l'évolution des données simulées et des données expérimentales en biomasse, glucose, 
ions ammonium et dioxyde de carbone pour une culture batch de Sa. algeriensis dans les conditions standards,  
Ct : critère d’ajustement, A : v1 est exprimée par le modèle de Monod, B : v1 est exprimée par le modèle de Monod au 
carré 
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II.3.III.2. Gestion des bascules métaboliques impliquées dans le changement 
de phase de fermentation 
D’après les observations expérimentales, une fermentation batch de Sa. algeriensis en conditions 
standards est découpée en six phases. A chacune de ces phases, sont associées plusieurs réactions du 
schéma stœchiométrique apparent (Tableau .3.1). Dans cette partie, nous allons décrire 
l’implémentation dans la Toolbox ExOptim des bascules métaboliques identifiées provoquant les 
changements de phase et donc l’activation/inactivation des réactions.  
II.3.III.2.1. Gestion des bascules métaboliques via l’implémentation 
d’évènements 
Les passages d’une phase à l’autre sont gérés en faisant appel à l’option de gestion d’évènements de 
l’intégrateur utilisé sous Matlab. Pour cela, chaque changement de phase correspond à un 
évènement implémenté dans une fonction « event ».  
La durée de la phase de latence est implémentée comme un paramètre du modèle et identifiée par 
l’optimiseur. La transition entre la phase de latence et la phase 1a correspond à l’atteinte de cette 
durée de la phase de latence.  
Le passage de la phase 1a (croissance sur acides aminés) à la phase 1b (croissance sur acides aminés 
et sur glucose et ions ammonium) s’effectue après 12h de culture pour chaque expérience, 
indépendamment des conditions initiales et opératoires. Suite à l’analyse qualitative, il semblerait 
que la consommation du substrat inconnu de l’extrait de levure débute vers 12 h pour l’ensemble 
des fermentations. La bactérie s’adapte à la consommation de ce substrat et ce temps d’adaptation 
semble peu dépendant des concentrations initiales en substrats et en biomasse. Ainsi, de manière à 
ne pas ajouter un paramètre supplémentaire à identifier, il a été choisi de fixer le temps de transition 
de la phase 1a à la phase 1b à 12h. 
La transition entre la phase 1b de croissance à la phase 2 d’adaptation est initiée par le passage de la 
concentration en acides aminés libres présents dans le milieu sous un seuil fixé en fonction des 
observations qualitatives. D’après les données expérimentales, deux grandes familles d’expériences 
peuvent être distinguées selon la méthode de quantification des acides aminés utilisée : méthode 
enzymatique ou HPLC, pour la description de la seconde méthode se référer à Strub (2008). Le seuil 
en acides aminés est alors différent pour ces deux familles.  
La dépendance du seuil en acides aminés à la méthode de quantification peut refléter un biais dans 
les mesures effectuées par une de ces méthodes. D’une part, il est possible que la précision de la 
méthode enzymatique ne soit pas suffisante pour quantifier les faibles valeurs en acides aminés qui 
seraient alors surestimées. D’autre part, le seuil de quantification de la méthode par HPLC pourrait 
être trop élevé par rapport à la quantité d’acides aminés effectivement présente dans le milieu de 
culture pour les quantifier quand ils deviennent limitants, ils seraient alors sous-estimés. Toutefois, 
les données expérimentales disponibles en acides aminés ne permettent pas de quantifier ce biais.  
Ce seuil dépend également de la concentration initiale en extrait de levure et donc en acides aminés 
libres. Ainsi pour l’expérience CS-4EXL, pour laquelle la concentration initiale en extrait de levure 
(4 g/L) est doublée par rapport à celle de l’expérience CL-2EXL (2 g/L), le seuil en acides aminés sera 
également doublé. Pour rappel, Strub (2008) a défini quatre groupes d’assimilation des acides 
aminés en fonction de leur vitesse de consommation. Le métabolisme secondaire de la bactérie 
semble être déclenché lorsque les acides aminés consommés préférentiellement, appartenant au 
premier groupe d’assimilation sont épuisés. Lorsque la concentration initiale en acides aminés est 
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plus importante, la concentration en acides aminés restante (groupes d’assimilation 2, 3 et 4) sera 
également plus importante lorsque les acides aminés du groupe 1 s’épuiseront.  
Ainsi, différents seuils sont fixés selon la quantité d’extrait de levure introduite dans le fermenteur et 
la méthode de quantification utilisée (tableau .3.3). Ce seuil en acides aminés est implémenté 
comme un paramètre du modèle dépendant de l’expérience qui ne sera pas identifié mais fixé par 
l’utilisateur. Lorsque ce dernier spécifie les jeux de données expérimentales utilisées pour 
l’identification, il peut préciser le seuil en acides aminés correspondant à chaque expérience. 
La bascule métabolique associée à la transition de la phase 2 d’adaptation à la phase 3 de croissance 
sur glucose et ions ammonium n’est pas clairement identifiée. Expérimentalement, la fin de la phase 
2 est caractérisée par une nouvelle augmentation de la vitesse de production du dioxyde de carbone. 
Or, seule la quantité cumulée de dioxyde de carbone est utilisable avec la version actuelle des 
fonctions « x2y » et « etape_initiale » d’ExOptim. La durée de la phase 2 a donc été ajoutée en tant 
que paramètre du modèle à identifier. L’évènement provoquant le changement de phase correspond 
à l’atteinte de la durée identifiée.  
Le passage de la phase 3 de croissance sur glucose et ions ammonium à la phase 4 de la fermentation 
est dû à l’épuisement d’un des substrats soutenant la croissance. Un seuil est implémenté pour 
chacun des deux substrats, le premier des deux seuils atteint provoque le changement de phase. 
Pour toutes les expériences réalisées, les valeurs de ces seuils sont identiques. Elles sont présentées 
dans le tableau .3.3. 
Tableau .3.3 : Valeur des seuils en acides aminés, en ions ammonium et en glucose pour chaque expérience 
Composé 
Méthode de 
quantification 
Expériences 
Seuil 
(mmol/L) 
Acides aminés 
HPLC 
CS-1NH3, CS-3Glu, CS-5Glu et CS-8Glu 1,0 
CS-1EXL 0,5 
Enzymatique 
CL-2EXL, CL-pulse, CL-pulsebis et CL-
0,5NH3 
2,0 
CL-4EXL 4,0 
CS-0,5EXL+5Glu 0,5 
Ions ammonium Enzymatique Toutes 3,0 
Glucose Enzymatique Toutes  1,0 
 
Le tableau .3.4 présente les différentes phases du modèle, les réactions actives pendant ces phases 
ainsi que les évènements marquant la fin de la phase et la transition vers la phase suivante.  
Tableau .3.4 : Récapitulatif des réactions actives pendant chaque phase (en jour) et de l'évènement dont l'atteinte 
provoque le passage à la phase suivante (les durées sont en jours et les seuils en mmol/L) 
Phase Réactions actives Evènement de transition 
Phase de latence E5 Durée identifiée 
Phase 1a R1, R2 et E5 A 12h (fixe) 
Phase 1b R1, R3 et E5 Seuil en acides aminés fixé 
Phase2 R2, R4 et E5 Durée identifiée 
Phase3 R3 et E5 Seuil en glucose ou en ions ammonium fixés 
Phase4 R2, R4 et E5 - 
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La figure .3.8 présente les résultats obtenus après identification sur l’expérience CS-1NH3. Malgré 
un critère d’ajustement acceptable de 7,71.10-2 sur l’ensemble des points expérimentaux, la 
tendance générale des données simulées ne reflète pas pleinement les données expérimentales.  
 
Figure .3.8 : Résultat de l'identification sur l'expérience CS-1NH3 avec gestion des bascules métaboliques par 
l'implémentation d'évènements, Ct : critère d’ajustement, les flèches indiquent les discontinuités dans les données 
simulées 
Un phénomène de palier est visible sur les données simulées de biomasse et les ions ammonium et 
dans une moindre mesure sur le glucose et le dioxyde de carbone (flèche noire sur la figure .3.8). 
Ces discontinuités ne sont pas observées sur les données expérimentales. Pour la biomasse et les 
ions ammonium, les données simulées ne sont pas comprises dans les barres d’erreur sur la mesure 
de ces composés, il en résulte un critère d’ajustement plus important de l’ordre de 10-2, contre un 
critère de l’ordre de 10-3 pour les autres composés.  
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Ce phénomène de palier s’explique par la simulation de la durée de production de la thiolutine.  
Celle-ci débute à 20h et dure jusqu’à 65h. D’après l’écriture du modèle, la thiolutine n’est produite 
que pendant la seconde phase de la fermentation, alors que les réactions de croissance de la 
biomasse (R1 et R3) sont inactives. Pour faire correspondre les données simulées en thiolutine aux 
données expérimentales, l’identificateur estime la durée de la phase 2 égale à la durée 
expérimentale de production de thiolutine. Or, sur les données expérimentales, la production de 
thiolutine est provoquée par l’épuisement des acides aminés consommés préférentiellement par 
Sa. algeriensis, ce qui entraine un ralentissement de la croissance. De plus, la seconde phase de 
croissance (correspondant à la phase 3) commence vers 40h alors que la thiolutine est encore 
produite. Ce décalage peut être dû à un retard de l’excrétion de la molécule dans le milieu de culture 
par rapport à sa production par la bactérie. Dans le but de simuler les données de biomasse au 
mieux, l’identificateur surestime la quantité de biomasse produite pendant la phase 1b en 
surévaluant la vitesse de la réaction de croissance sur glucose et ions ammonium (R3). Il en résulte 
une surestimation de la biomasse produite pendant la seconde phase de croissance. Une gestion 
stricte de l’activation et arrêt des réactions ne permet donc pas de représenter correctement la 
réalité expérimentale d’une fermentation batch de Sa. algeriensis. 
II.3.III.2.2. Gestion de l’activation et de l’arrêt des réactions via les 
équations cinétiques 
Pour remédier au phénomène de « palier » observé par l’approche retenue précédemment 
consistant à n’activer les réactions que sur certaines phases, nous avons choisi de gérer l’occurrence 
des réactions métaboliques directement dans l’écriture des vitesses de réactions.  
La première réaction de croissance sur acides aminés débute dès la fin de la phase de latence, elle 
est stoppée par une carence en acides aminés. Le terme de limitation du modèle de Monod permet 
de simuler le ralentissement de la croissance lorsque le substrat devient limitant. L’écriture de la 
vitesse de cette réaction reste donc inchangée (équation .3.3.2).  
De la même manière, la vitesse de la réaction de maintenance est activée sur l’ensemble de la 
fermentation. Le terme de limitation en glucose du modèle de Monod permet de ralentir puis 
annuler la vitesse de la réaction lorsque le glucose du milieu de culture s’épuise (équation .3.3.3). 
Vers 12h, lorsque la moitié des acides aminés sont consommés, la réaction de croissance sur glucose 
et ions ammonium est activée. Dans le but de décaler l’activation de cette réaction par rapport au 
début de la fermentation, un terme d’inhibition par les acides aminés est ajouté à l’écriture de la 
vitesse de la réaction (équation .3.3.9).  
𝑣3(𝑡) = 𝐶3𝑋
[𝐺𝑙𝑢]
[𝐺𝑙𝑢]+𝐾𝐺𝑙𝑢,3
[𝑁𝐻4
+]
3
[𝑁𝐻4
+]
3
+𝐾𝑁𝐻3,3
𝐾𝐴𝐴,3
[𝐴𝐴]+𝐾𝐴𝐴,3
        (.3.3.9) 
La production de thiolutine semble être provoquée par l’épuisement des acides aminés assimilés 
préférentiellement par la bactérie. L’activation de la réaction de production de ce métabolite 
secondaire est donc décalée par l’ajout d’un terme d’inhibition par les acides aminés. Le terme 
logistique sur la thiolutine produite permet de ralentir la vitesse de production puis de l’arrêter 
lorsque la concentration maximale en thiolutine est atteinte. L’équation .3.3.10 représente la 
vitesse de cette réaction. 
𝑣4(𝑡) = 𝐶4𝑋 (1 −
[𝑇ℎ𝑖𝑜]
𝐾𝑇ℎ𝑖𝑜,4
)
𝐾𝐴𝐴,4
[𝐴𝐴]+𝐾𝐴𝐴,4
            (.3.3.10) 
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La gestion des phases de fermentation telle qu’elle est décrite dans le paragraphe précédent est 
conservée. D’une part, pour des raisons de simplicité de mise en œuvre, la fonction « event » n’est 
pas modifiée mais également pour conserver les informations sur les durées de chacune des phases 
de la fermentation simulées par le modèle. Toutefois, toutes les réactions sont maintenant 
considérées comme actives pendant toutes les phases de fermentation à l’exception de la phase de 
latence. La figure .3.9 présente les résultats obtenus après identification sur l’expérience CS-1NH3.  
 
Figure .3.9 : Résultat de l'identification sur l'expérience CS-1NH3 avec gestion des bascules métaboliques par l’écriture 
des vitesses de réaction, Ct : critère d’ajustement 
Les données simulées en biomasse ne représentent pas les données expérimentales de façon 
satisfaisante. Il en résulte une valeur élevée du critère d’ajustement de 0,11 sur la biomasse. Les 
données en acides aminées étant correctement représentées, l’erreur ne peut être imputée à la 
réaction de croissance sur acides aminés (R1). Le ralentissement et l’arrêt de cette réaction sont 
simulés de façon satisfaisante. 
La réaction de croissance sur glucose (R3) intègre la consommation de 2 substrats : un substrat non 
identifié présent dans l’extrait de levure consommé en début de fermentation et le glucose présent 
dans le milieu de culture et consommé pendant la phase 3 de fermentation. L’expression de la 
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vitesse de la réaction R3 permet de représenter son ralentissement puis son arrêt lorsque le glucose 
devient limitant. Or, pendant la phase 2, le glucose est présent dans le milieu en quantité importante 
(environ 80 mmol/L). L’écriture utilisée ne permet donc pas de stopper la réaction R3 pendant la 
phase d’adaptation (phase 2). La croissance diauxique de la biomasse n’est donc pas représentée par 
ce modèle. Néanmoins, la gestion de l’activation de la réaction R3 par le terme d’inhibition en acides 
aminés permet une bonne représentation des données expérimentale pendant la phase 1b de la 
fermentation pendant laquelle la bactérie consomme les acides aminés et le substrat inconnu. La 
production des ions ammonium puis leur reconsommation est simulée de façon satisfaisante.  
La production de thiolutine est bien représentée par l’écriture de la vitesse de la réaction R4. Le 
terme d’inhibition par les acides aminés permet de décaler le début de la production aux alentours 
de 20h bien que la réaction soit active dès le début de la fermentation. De plus, l’activation 
simultanée des réactions R3 et R4 entraine une meilleure représentation des données en ions 
ammonium. La vitesse de la réaction R3 n’est plus surévaluée par l’identificateur. Les données 
simulées sont donc plus proches des barres d’erreur sur la mesure des ions ammonium, il en résulte 
une diminution du critère d’ajustement des ions ammonium d’un facteur 2 par rapport au modèle 
précédent (figure .3.8). 
Malgré l’élimination des « paliers » sur les données simulées en glucose et en dioxyde de carbone, 
l’ajustement aux données expérimentales est ici moins satisfaisant que pour le modèle précédent 
(figure .3.8). La consommation du glucose et la production de dioxyde de carbone sont trop rapides 
alors que la consommation des ions ammonium est bien représentée. Ce phénomène peut être lié à 
l’activation concomitante des réactions de maintenance (R2) et de croissance sur glucose (R3). Lors 
de l’identification des stœchiométries des réactions par Strub (2008), l’hypothèse a été faite que 
seule la réaction R3 est active pendant la troisième phase de la fermentation. La maintenance des 
bactéries est donc implicitement prise en compte dans la stœchiométrie de cette réaction. 
L’activation de la réaction de maintenance (R2) simultanément à la croissance sur glucose (R3) 
pendant la troisième phase entraine donc une surconsommation de glucose et une surproduction de 
dioxyde de carbone par rapport aux données expérimentales. Ces deux réactions ne peuvent donc 
pas être activées en même temps. 
II.3.III.2.3. Gestion mixte des bascules métaboliques 
Suite aux observations précédentes, l’orientation vers une gestion mixte des bascules métaboliques a 
été adoptée. Les modifications apportées aux expressions des vitesses des réactions de croissance 
sur glucose (R3) et de production de thiolutine (R4) ont été bénéfiques quant à l’ajustement aux 
données expérimentales (cf. paragraphe II.3.III.2.2). Elles ont conduit à l’amélioration de l’ajustement 
sur les ions ammonium et l’élimination des « paliers » observés au paragraphe II.3.III.2.1. Ces 
modifications sont donc conservées pour l’écriture finale du modèle.  
Au cours de cette analyse, il s’est avéré important de ne pas activer les réactions de maintenance sur 
glucose (R2) et de croissance sur glucose et ions ammonium (R3) en même temps au risque de 
provoquer une surconsommation en glucose et une surproduction de dioxyde de carbone. De plus, 
l’arrêt de la réaction R3 pendant la seconde phase de la fermentation n’est pas géré par l’écriture de 
la vitesse de cette réaction. L’enchainement des réactions R2 et R3 sera donc régi par les 
évènements.  
L’activation des réactions de croissance sur acides aminés (R1) et de production de thiolutine (R4) 
tout au long de la fermentation permet bien de représenter les données expérimentales. Cette 
modification est donc conservée pour le modèle final.  
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Le Tableau .3.5 récapitule les différentes phases du modèle ainsi que les réactions actives pendant 
ces phases.  
Tableau .3.5 : Récapitulatif des réactions actives pendant chaque phase (en jour) pour le système de gestion mixte des 
bascules métaboliques 
Phase Réactions actives 
Phase de latence E5 
Phase 1a R1, R2, R4 et E5 
Phase 1b R1, R3, R4 et E5 
Phase2 R1, R2, R4 et E5 
Phase3 R1, R3, R4 et E5 
Phase4 R1, R2, R4 et E5 
 
La figure .3.10 présente les résultats obtenus après identification sur l’expérience CS-1NH3. La 
gestion mixte des bascules métaboliques permet d’améliorer l’ajustement global de 2,7 fois par 
rapport à la gestion uniquement par événements et 5,6 fois par rapport à la gestion uniquement par 
l’écriture des vitesses de réaction.  
 
Figure .3.10 : Résultat de l'identification sur l'expérience CS-1NH3 avec gestion des bascules métaboliques mixte,  
Ct : critère d’ajustement  
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L’ensemble des données expérimentales est très bien simulé. Seule l’augmentation de la 
concentration des ions ammonium, au début de la fermentation, n’est pas représentée de façon 
satisfaisante. Il est à noter que la discrimination est réalisée sur les données expérimentales avant 
qu’elles ne soient réconciliées puisque seule la représentation de la tendance des données nous 
intéresse dans ce chapitre. Une augmentation de la concentration en ions ammonium est 
effectivement visible sur les données simulées, mais elle est inférieure à celle observée sur les 
données expérimentales. Toutefois, l’écart entre les données simulées et expérimentales reste de 
l’ordre de grandeur de l’erreur de mesure sur ce composé. De plus, sur les données brutes, 
l’augmentation de la concentration en ions ammonium pendant les 12 premières heures de culture 
est de 3,04 mmol/L alors que sur les données réconciliées de cette même expérience, elle n’est que 
de 0,38 mmol/L (cf. paragraphe I.3.II et figures en annexe). Cette correction des données, basée sur 
l’analyse des bilans azote, carbone et redox, est donc en accord avec les résultats de la modélisation. 
II.3.IV. Modèle retenu pour la représentation du comportement de 
Sa. algeriensis 
La dynamique du système est représentée par les cinétiques d’évolution des composés (équations 
.3.2.2 à .3.2.8). Le débit d’évaporation de l’ammonium (Φ𝑁𝐻3) est évalué à partir de l’équilibre 
acido-basique et de l’équilibre de phases (cf. paragraphe I.3.I.2.1). Il est calculé par l’équation 
.3.2.1. De manière à prendre en compte l’incertitude sur la valeur de la constante de Henry 
(𝐻𝑁𝐻3−𝐻2𝑂
′ ) et les variations du débit d’air en sortie du fermenteur (DS), un paramètre C5 est ajouté 
au modèle (équation .3.4.1). En effet, le débit sortant du fermenteur peut être approximé par une 
valeur constante car celui-ci varie peu, entre 2,41 et 2,42 mol/h sur la totalité de nos données 
expérimentales. 
𝐶5 =
𝐾𝑎𝐻𝑁𝐻3−𝐻2𝑂
′
10−𝑝𝐻𝑃
𝐷𝑠            (.3.4.1) 
L’écriture des vitesses de réaction a été discriminée, les équations retenues sont présentées dans le 
tableau .3.6. 
Tableau .3.6 : Récapitulatif des expressions représentant les vitesses des réactions du modèle stœchio-cinétique 
Réaction Expression de la vitesse de réaction 
Croissance sur acides aminés (R1) 𝑣1(𝑡) = 𝐶1𝑋 (
[𝐴𝐴]
[𝐴𝐴] + 𝐾𝐴𝐴,1
)
2
 
Maintenance sur glucose (R2) 𝑣2(𝑡) = 𝐶2𝑋
[𝐺𝑙𝑢]
[𝐺𝑙𝑢] + 𝐾𝐺𝑙𝑢,2
 
Croissance sur glucose et ions 
ammonium (R3) 
𝑣3(𝑡) = 𝐶3𝑋
[𝐺𝑙𝑢]
[𝐺𝑙𝑢] + 𝐾𝐺𝑙𝑢,3
[𝑁𝐻4
+]3
[𝑁𝐻4
+]3 + 𝐾𝑁𝐻4+,3
𝐾𝐴𝐴,3
[𝐴𝐴] + 𝐾𝐴𝐴,3
 
Production de thiolutine (R4) 𝑣4(𝑡) = 𝐶4𝑋(1 −
[𝑇ℎ𝑖𝑜]
𝐾𝑇ℎ𝑖𝑜,4
)
𝐾𝐴𝐴,4
[𝐴𝐴] + 𝐾𝐴𝐴,4
 
 
Une gestion mixte de l’activation et de l’arrêt des réactions a été retenue. Les bascules métaboliques 
provoquant le changement de phase de la fermentation et donc les réactions actives sont gérées par 
des événements implémentés dans la toolbox. Le tableau .3.7 présente pour chaque phase 
l’évènement provoquant la transition vers la phase suivante ainsi que les réactions actives. 
L’équilibre entre les ions ammonium et l’ammonium gazeux (E5) est effectif sur toute la 
fermentation. 
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Tableau .3.7 : Récapitulatif des réactions actives pendant chaque phase de la fermentation et des événements de 
transition entre les phases 
Phase Phénomènes actifs 
Evènement de 
transition 
Phase de latence E5 Durée identifiée 
Phase 1a R1, R2, R4 et E5 Durée fixée 
Phase 1b  R1, R3, R4 et E5 
Seuil en acides 
aminés fixé 
Phase 2  R1, R2, R4 et E5 Durée identifiée 
Phase 3  R1, R3, R4 et E5 
Seuils en glucose 
et/ou en ions 
ammonium fixés 
Phase 4  R1, R2, R4 et E5 - 
 
Le modèle comporte finalement dix-sept paramètres présentés dans le tableau .3.8. Parmi ces 
derniers, quatorze paramètres doivent être identifiés et trois sont fixés d’après les données 
expérimentales. Les résultats de l’identification du modèle final sont présentés au chapitre .4. 
Tableau .3.8 : Récapitulatif des paramètres du modèle 
Paramètre du modèle Symbole Estimation 
Dépend de 
l’expérience 
Constante maximale de la vitesse v1 (j
-1) 𝐶1 Identifié non 
Constante de saturation en acides aminés de la vitesse v1 
(mmol/L) 
𝐾𝐴𝐴,1 Identifié non 
Constante maximale de la vitesse v2 (mmolGlu/(mmolX.j) 𝐶2 Identifié non 
Constante de saturation en glucose de la vitesse v2 (mmol/L) 𝐾𝐺𝑙𝑢,2 Identifié non 
Constante maximale de la vitesse v3 (j
-1) 𝐶3 Identifié Non 
Constante de saturation en glucose de la vitesse v3 (mmol/L) 𝐾𝐺𝑙𝑢,3 Identifié Non 
Constante de saturation en ions ammonium de la vitesse v3 
(mmol/L) 
𝐾𝑁𝐻4+,3 Identifié Non 
Constante d’inhibition par les acides aminés de la vitesse v3 
(mmol/L) 
𝐾𝐴𝐴,3 Identifié Non 
Constante maximale de la vitesse v4 (mmolThio/(mmolX.j) 𝐶4 Identifié Non 
Concentration maximale en thiolutine de la vitesse v4 (mmol/L) 𝐾𝑇ℎ𝑖𝑜,4 Identifié Oui 
Constante d’inhibition par les acides aminés de la vitesse v4 
(mmol/L) 
𝐾𝐴𝐴,4 Identifié Non 
Constante d’entrainement de l’ammonium dans la phase 
gazeuse (l/j) 
𝐶5 Identifié Non 
Seuil en acides aminés (mmol/L) seuilAA Fixé Oui 
Seuil en glucose (mmol/L) seuilGlu Fixé Non 
Seuil en ions ammonium (mmol/L) seuilNH4+ Fixé Non 
Durée de la phase de latence (j) tLag Identifié Oui 
Durée de la phase 2 (j) t2 Identifié Oui 
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Identification et validation du modèle du comportement de 
Sa. algeriensis 
Le modèle stœchio-cinétique représentatif du comportement de Sa. algeriensis retenu a été 
présenté au chapitre .3, la discrimination du modèle ayant été réalisée sur les données 
expérimentales non réconciliées. Dans cette partie, nous nous proposons d’identifier les paramètres 
du modèle sur les données réconciliées respectant les bilans élémentaires en azote, carbone et degré 
de réduction. L’analyse des données expérimentales a mis en évidence l’adsorption d’une partie des 
ions ammonium et des acides aminés sur la biomasse. Ce phénomène a été observé tardivement 
ainsi, par manque de temps, il n’a pas été possible de recueillir suffisamment de données pour 
représenter correctement la cinétique d’adsorption sur la biomasse. L’hypothèse est donc faite que 
la quantité de molécules absorbées est proportionnelle à la quantité de biomasse dans le fermenteur 
(cf. paragraphe I.3.I.2.2.2.2). Dans cette partie le modèle stœchiométrique est donc modifié de 
manière à prendre en compte les quantités en ions ammonium et en acides aminés adsorbées sur la 
biomasse. Les paramètres cinétiques sont ré-estimés sur la base de ce nouveau modèle. Enfin, une 
étape de validation sera effectuée sur des expériences aux conditions initiales distinctes afin de 
confirmer la validité de ce modèle. 
II.4.I. Modification du modèle stœchiométrique : prise en compte du 
phénomène d’adsorption 
Suite aux observations expérimentales, les quantités adsorbées sont calculées à partir de la quantité 
de biomasse. Elles sont supposées être proportionnelles à la quantité de biomasse produite avec un 
rapport de 0,174 mmolNH4+/mmolBiomasse pour les ions ammonium et 0,044 mmolacides  minés/mmolBiomasse 
pour les acides aminés (cf. paragraphe I.3.I.2.2.2.2). Le processus de biosorption est un phénomène 
rapide, il a donc été supposé qu’au moment de chaque prélèvement l’équilibre est atteint. Ainsi, tant 
que le milieu de culture contient des acides aminés ou des ions ammoniums, pour chaque mole de 
biomasse produite, 0,044 moles d’acides aminés et 0,174 mole d’ions ammonium sont adsorbées.  
Une représentation qui associerait étroitement l’adsorption et la croissance, par exemple en incluant 
directement les quantités adsorbées dans les réactions de croissance, ne permettrait pas de gérer 
l’épuisement de l’un des deux substrats : acides aminés ou ions ammonium. Afin de représenter la 
réaction de croissance sur glucose et ions ammonium (R3) pendant la phase 3 de la fermentation en 
absence d’acides aminés, il est nécessaire de dissocier la croissance de l’adsorption des acides 
aminés. Pour cela le phénomène d’adsorption doit être implémenté, en représentant le passage 
d’une certaine quantité d’acides aminés en acides aminés adsorbés (E6). 
Adsorption des acides aminés : 
1 𝐴𝑐𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑎𝑚𝑖𝑛é𝑠 → 1 𝐴𝑐𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑎𝑚𝑖𝑛é𝑠𝑎𝑑𝑠𝑜𝑟𝑏é𝑠            (E6) 
La vitesse de ce phénomène est alors proportionnelle à la vitesse de production de biomasse, tant 
qu’il reste des acides aminés non adsorbés (équation .4.1.1). 
𝑣6 =
𝑑[𝐴𝐴𝑎𝑑𝑠𝑜𝑟𝑏é𝑠]
𝑑𝑡
= 0,044
𝑑[𝑋]
𝑑𝑡
= 0,044 (1,20𝑣1 + 0,53𝑣3 −
[𝑋]
𝑉𝐿(𝑡)
𝑑𝑉𝐿
𝑑𝑡
)  (.4.1.1) 
Au sein de notre système, lorsque les ions ammonium s’épuisent en phase 3, la croissance est 
stoppée et la fermentation bascule en phase 4 (cf. paragraphe II.3.III.2.1). La croissance est donc 
systématiquement associée à l’adsorption des ions ammonium au cours des phases de croissance 
(1a, 1b et 3). Il n’est donc pas nécessaire numériquement d’ajouter un phénomène de transfert des 
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ions ammonium en ions ammonium adsorbés sur le même principe que pour les acides aminés. La 
quantité d’ions ammonium adsorbée étant proportionnelle à la biomasse produite, elle est 
directement intégrée dans la composition de la biomasse. 
La formule initiale de la biomasse est C3,82H6,75O1,89N0,8. Ainsi, une mole de biomasse correspond à 
3,82 moles de carbone, 6,75 moles d’hydrogène, 1,89 mole d’oxygène et 0,8 mole d’azote auxquelles 
viennent s’ajouter 0,174 mole d’ions ammonium. D’après les compositions élémentaires des ions 
ammonium (NH4
+), cela correspond à 0,696 mole d’hydrogène et 0,174 mole d’azote. Finalement, la 
nouvelle formule CHON de la biomasse intégrant les ions ammonium adsorbés devient 
C3,82H7,45O1,89N0,97 (tableau .4.1). 
Tableau .4.1 : Calcul de la nouvelle composition en biomasse incluant les molécules adsorbées  
 C H O N 
1 mole biomasse 
ou en Cmole 
3,82 
1 
6,75 
1,767 
1,89 
0,495 
0,8 
0,209 
0,174 mole NH4
+ 0 0,696 0 0,174 
Total : nouvelle composition 
ou en Cmole 
3,82 
1 
7,446 
1,95 
1,89 
0,495 
0,974 
0,255 
 
Suite à la modification de la composition de la biomasse, les réactions de croissance (R1 et R3) du 
modèle stœchiométrique (cf. paragraphe II.3.I) sont modifiées pour respecter les bilans 
élémentaires. Le coefficient stœchiométrique de la biomasse n’est pas modifié. En effet, le rapport 
entre substrat et biomasse n’est pas modifié par le changement de composition, la même quantité 
de substrat est nécessaire à la formation d’une mole de biomasse. Les coefficients des autres 
composés (ions ammonium, dioxyde de carbone, dioxygène et eau) sont recalculés à partir du 
coefficient stœchiométrique de la biomasse afin de respecter les bilans élémentaires. Le transfert 
des acides aminés en acides aminés adsorbés est ajouté au modèle stœchiométrique. 
Réaction de croissance sur acides aminés : 
𝐶4,73𝐻9,69𝑂2,38𝑁1,26 + 0,21 𝑂2 → 1,20 𝐶3,82𝐻7,45𝑂1,89𝑁0,97 + 0,15 𝐶𝑂2 + 0,09 𝑁𝐻4
+ + 0,24 𝐻2𝑂(R1) 
Réaction de maintenance sur glucose : 
𝐶6𝐻12𝑂6 + 6 𝑂2 → 6 𝐶𝑂2 + 6 𝐻2𝑂             (R2) 
Réaction de croissance sur glucose : 
𝐶6𝐻12𝑂6 + 0,52 𝑁𝐻4
+ + 3,88 𝑂2 → 0,53𝐶3,82𝐻7,45𝑂1,89𝑁0,97 + 3,97 𝐶𝑂2 + 4,80 𝐻2𝑂       (R3) 
Réaction de production de thiolutine : 
𝐶6𝐻12𝑂6 + 0,32 𝑁𝐻4
+ + 4,16 𝑂2 + 0,32 𝑆𝑂4
2− → 0,16 𝐶8𝐻8𝑂2𝑁2𝑆2 + 4,72 𝐶𝑂2 + 5,84 𝐻2𝑂      (R4) 
Relation globale d’évaporation de l’ammonium: 
𝑁𝐻4
+ +𝐻2𝑂 ↔ 𝑁𝐻3𝑔 +𝐻3𝑂
+              (E5) 
Adsorption des acides aminés : 
1 𝐶4,73𝐻9,69𝑂2,38𝑁1,26 → 1 𝐶4,73𝐻9,69𝑂2,38𝑁1,26𝑎𝑑𝑠𝑜𝑟𝑏é𝑠          (E6) 
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II.4.II. Identification du modèle stœchio-cinétique 
II.4.II.1. Estimation des paramètres du modèle 
II.4.II.1.1. Présentation de la base de données  
L’identification est réalisée sur les expériences de la base de données présentées dans le tableau 
.4.2. Pour les expériences CL-pulse et CL-pulsebis, seule la première partie de l’expérience, avant le 
premier pulse d’extrait de levure, est utilisée pour l’estimation paramétrique. Actuellement, la prise 
en charge des bascules métaboliques implémentée dans la fonction « event » ne permet pas de 
simuler un ajout de substrat en cours d’expérience. 
Tableau .4.2 : Expériences de la base de données utilisées pour l'estimation des paramètres du modèle 
Expérience Concentrations initiales Remarque 
EXL 
en g/L 
Glu 
en g/L 
NH4
+ 
en g/L de 
(NH4)2SO4 
CS-1NH3 2 15 1 Les autres conditions de cultures sont standards. 
CS-3Glu 2 3 2 Les autres conditions de cultures sont standards. 
CS-5Glu 2 5 2 Les autres conditions de cultures sont standards. 
CS-8Glu 2 8 2 Les autres conditions de cultures sont standards. 
CL-2EXL 2 15 2 Les autres conditions de cultures sont standards. 
CL-pulse 2 à t=0h 15 2 
Réalisation d’un pulse d’EXL de 1 g/L à 50 h de 
culture et d’un second pulse d’EXL de 2 g/L à 167h de 
culture. Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
CL-pulsebis 2 à t=0h 15 2 
Réalisation d’un pulse d’EXL de 2,5 g/L à 50 h de 
culture. Les autres conditions de cultures sont 
standards. 
 
II.4.II.1.2. Méthode d’optimisation 
Selon la méthode d’optimisation, décrite au paragraphe II.2.I.2, dix vecteurs de paramètres initiaux 
sont tirés au hasard et optimisés dans un premier temps par la méthode de Levenberg-Marquardt 
puis par la méthode de Nelder-Mead. Six optimisations différentes ont été lancées, donc soixante 
paramètres initiaux sont optimisés. Parmi ces soixante vecteurs de paramètres, trois n’ont pas pu 
être optimisés par la méthode de Nelder-Mead car ils ont rencontré un problème d’intégration 
conduisant à une concentration négative en acides aminés. Pour les soixante vecteurs de paramètres 
initiaux, leur résidu (critère d’optimisation final) obtenu à la fin de l’optimisation par la méthode de 
Levenberg-Marquardt ainsi que les cinquante-sept résidus obtenus à la fin de l’optimisation par la 
méthode Nelder-Mead, donc 117 résidus au total, sont comparés au critère (Rmax) défini par 
l’équation .4.2.1 (Ljung, 1998; Walter and Pronzato, 1994). Les trente-huit vecteurs de paramètres 
dont le résidu est inférieur à ce critère sont conservés pour une analyse qualitative de l’ajustement 
des données. 
𝑅𝑚𝑎𝑥 = √((𝑚𝑖𝑛(𝑟é𝑠𝑖𝑑𝑢))
2
+
𝐼𝑛𝑣𝜒2(0,95,𝑛𝑚𝑒𝑠−𝑛𝑝)
2×𝑛𝑚𝑒𝑠
)    (.4.2.1) 
Où nmes représente le nombre total de mesures et np est le nombre de paramètres estimés. 
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Finalement, un seul vecteur de paramètre est conservé, il est présenté dans le paragraphe suivant. La 
procédure d’optimisation est résumée sur la figure .4.1. Ce vecteur de paramètre a été obtenu 
après la première optimisation par la méthode de Levenberg-Marquardt. Par la suite, la seconde 
optimisation de ce vecteur de paramètres par la méthode de Nelder-Mead a permis une 
amélioration mineure du résidu de l’ordre de 10-3 mais au détriment des intervalles de confiance des 
paramètres estimés, c’est pourquoi cette amélioration n’a pas été retenu.  
 
Figure .4.1 : Méthode d'optimisation utilisée pour l'identification du vecteur de paramètres du modèle final 
 
Vecteur de 
paramètres estimés 
final
Analyse qualitative de 
l’ajustement aux données 
expérimentales
Comparaison des 117 
résidus au critère Rmax
57 vecteurs de 
paramètres 
optimisés et les 57 
résidus 
correspondant
Optimisation par la méthode 
de Nelder-Mead 
Tirage des 60 vecteurs de 
paramètres initiaux
Optimisation par la méthode 
de Levenberg-Marquardt
60 vecteurs de 
paramètres 
optimisés et les 60 
résidus 
correspondant
38 vecteurs de 
paramètres
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II.4.II.1.3. Résultats de l’identification des paramètres du modèle 
Les valeurs estimées des paramètres du modèle ainsi que leurs intervalles de confiance à 95% sont 
présentés dans le tableau .4.3. La concentration maximale en thiolutine (KThio,4), et les durées des 
phases de latence (tLag) et d’adaptation (t2) sont des paramètres dépendant de l’expérience. Ils sont 
présentés dans le tableau .4.5 pour chacune des expériences. 
Tableau .4.3 : Résultats de l'identification des paramètres du modèle indépendant de l’expérience  
Paramètre Estimé IC 95% 
𝑲𝑨𝑨,𝟏 (mmol/L) 8,96 7,39 – 11,40 
𝑲𝑮𝒍𝒖,𝟐 (mmol/L) 46,84 40,52 – 54,86 
𝑲𝑮𝒍𝒖,𝟑 (mmol/L) 22,59 21,34 – 23,95 
𝑲𝑵𝑯𝟒+,𝟑 (mmol/L) 490,10 476,41 – 504,37 
𝑲𝑨𝑨,𝟑 (mmol/L) 499,34 31,48 – 2,33.10
3 
𝑲𝑨𝑨,𝟒 (mmol/L) 0,41 1,95.10
-2 – 1,51 
𝑪𝟏 (h
-1) 1,25 0,96-1,76 
𝑪𝟐 (mmolGlu/(mmolX.h) 5,79.10
-2 5,28.10-2-6,43.10-2 
𝑪𝟑 (h
-1) 1,250 1,25-1,26 
𝑪𝟒 (mmolThio/(mmolX.h) 1,42.10
-2 5,92.10-3-0,20 
𝑪𝟓 (l/h
-1) 5,81.10-4 5,73.10-4-5,89.10-4 
 
Globalement, sur l’ensemble des expériences, le modèle permet de représenter les données 
expérimentales de façon satisfaisante, le critère d’ajustement total sur chacun des composés étant 
inférieur à 1,5.10-2 soit une erreur moyenne inférieure à 2% sur une mesure (cf. paragraphe II.4.II.2). 
Les intervalles de confiance de certains paramètres estimés restent relativement importants, en 
particulier pour les paramètres KAA,3, KAA,4 et C4. En moyenne, sur les paramètres KAA,1, KGlu,2 et C1, les 
intervalles de confiance sont de ± 25% de la valeur estimée, pour C2, C3, C5 KGlu,3 et KNH4
+
,3 ils sont 
respectivement de ± 10 %, > ± 1  , ± 1,1 %, ± 5,5 %, et ± 2,9% et pour les paramètres KAA,3, KAA,4 et C4 
de ± 200% en moyenne. Il pourrait être intéressant de mettre en œuvre une méthode de stratégie 
expérimentale, prévu dans la configuration de la toolbox ExOptim, afin d’essayer de réduire ces 
intervalles de confiance.  
Le taux de croissance () est recalculé à partir des vitesses des réactions de croissance R1 et R3 
(cf. paragraphe II.3.IV) selon l’équation .4.2.2, pour chacune des expériences utilisées pour 
l’identification du modèle. Les taux de croissance moyens (µ1 et µ3) sont recalculés respectivement 
sur la première phase de croissance (phases 1a et 1b, équation .4.2.3) et sur la seconde phase de 
croissance (phase 3, équation .4.2.4). Ils sont présentés dans le tableau .4.4. 
𝜇 = (
1
[𝑋]
𝑑[𝑋]
𝑑𝑡
) =
1
[𝑋]
(1,20𝑣1 + 0,53𝑣3) −
1
𝑉𝐿(𝑡)
𝑑𝑉𝐿
𝑑𝑡
           (.4.2.2) 
𝜇1 = 𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 1(𝜇)                 (.4.2.3) 
𝜇3 = 𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 3(𝜇)    (.4.2.4) 
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Tableau .4.4 : Taux de croissance moyen recalculés à partir des vitesses des réactions de croissance R1 et R3 identifiées 
(1 et 3 sont respectivement les taux de croissance pendant les phases 1 et 3), sur CL-pulse il n’y a pas de seconde phase 
de croissance (phase 3). 
Expérience 
Taux de croissance  
(h-1) 
Expérience 
Taux de croissance  
(h-1) 
CS-1NH3 
1 = 0,143 
3 = 0,015 
CL-2EXL 
1 = 0,184 
3 = 0,016 
CS-3Glu 
1 = 0,218 
3 = 0,012 
CL-pulse 
1 = 0,178 
3 = - ------ 
CS-5Glu 
1 = 0,190 
3 = 0,011 
CL-pulsebis 
1 = 0,225 
3 = 0,023 
CS-8Glu 
1 = 0,136 
3 = 0,011 
  
 
Les valeurs présentées dans le tableau .4.4 sont en accord avec les taux de croissance calculés 
expérimentalement, présentés au chapitre .3. On retrouve bien un facteur d’environ 10 entre les 
taux de croissance sur les premières et secondes phases de croissance. D’Huys et al. (2011) ont 
étudié la croissance de Streptomyces lividans TK24 sur substrat mixte (acides aminés, glucose). Les 
auteurs ont également observé deux phases de croissance de la bactérie, la première correspondant 
à la consommation des acides aminés libres du milieu concomitante à la consommation du glucose et 
des ions ammonium avec un taux de croissance de 0,140 h-1. La seconde phase débute avec 
l’épuisement des acides aminés, glutamate et aspartate, et correspond donc à une phase de 
croissance avec consommation du glucose et des ions ammonium avec un taux de croissance de 
0,063 h-1. Cette valeur plus importante du taux de croissance sur glucose et ions ammonium peut 
s’expliquer par une meilleure affinité de Streptomyces lividans TK24 avec ce substrat.  
La valeur estimée de KAA,1 (tableau .4.3) est légèrement plus importante que la concentration 
initiale en acides aminés, qui est d’environ 6 mmol/L pour l’ensemble des expériences. En 
considérant que le paramètre C1 correspond au taux de croissance maximal (max) de l’équation de 
Monod, retenue pour l’expression de cette cinétique, cette valeur de KAA,1 suggère que le taux de 
croissance maximal n’est pas atteint au cours de la fermentation. Par ailleurs, d’après le modèle, le 
taux de croissance maximal sur acides aminés vaut 1,25 h-1. Le modèle ne représente donc pas la 
croissance exponentielle observée en début de fermentation sur les données expérimentales. 
De même pour la vitesse de la réaction R3, le taux de croissance maximal (C3), identifié égal à 
1,25 h 1, ne serait jamais atteint. La constante d’affinité des ions ammonium, égale à 490,10 mmol/L, 
est bien plus importante que la concentration initiale en ions ammonium dans le milieu de culture, 
qui est d’environ 15 mmol/L pour  CS-1NH3 et de 30 mmol/L pour les autres expériences. La vitesse 
de la réaction R3 (𝑣3) est équivalente à la vitesse apparente (𝑣3
′ ) calculée d’après l’équation .4.2.5. 
𝑣3
′ (𝑡) = 𝐶3𝑋 (
[𝐺𝑙𝑢]
[𝐺𝑙𝑢]+𝐾𝐺𝑙𝑢,3
)(
[𝑁𝐻4
+]
3
𝐾
𝑁𝐻4
+,3
)               (.4.2.5) 
Il semblerait donc que les paramètres identifiés pour les réactions de croissance R1 et R3 n’aient pas 
de sens biologique. Comme le souligne Lobry (1991), les données publiées dans la littérature pour la 
croissance d’Escherichia coli avec limitation en glucose varie de 0,31 à 1,80 h-1 pour la valeur de max 
et de 0,05 à 1500 mg/L pour la constante d’affinité K. Cette dispersion, bien qu’en partie liée à 
l’utilisation de souches différentes et à la variation des conditions de culture est une preuve de 
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l’incohérence de vouloir donner un sens biologique aux paramètres du modèle de Monod qui 
présentait lui même son modèle comme purement phénoménologique sans signification biologique. 
Les valeurs estimées des paramètres C2 et C4 semblent cohérentes avec des travaux antérieurs 
menés sur d’autres actinomycetales. En effet, elles sont du même ordre de grandeur que les valeurs 
rapportées dans la littérature pour la production d’actinorhodine par Streptomyces coelicolor (Elibol 
and Mavituna, 1999; Ozergin-Ulgen and Mavituna, 1993; Sin et al., 2008) et pour la production 
d’acide glutamique par Corynobacterium glutamicum (Bona and Moser, 1997; Suresh et al., 2009).   
Pour les expériences non limitantes en glucose (CS-1NH3 et CL-2EXL), la vitesse de consommation du 
glucose pour la maintenance R2 (cf. paragraphe II.4.II.1.4), est environ deux fois plus importante en 
fin de fermentation (phase 4) que pendant la phase d’adaptation (phase 2). Aucune raison biologique 
ne pourrait étayer cette observation. Il semblerait donc que les paramètres de cette vitesse (C2 et 
KGlu,2) n’aient pas de sens biologique.  
La valeur du paramètre KAA,4, est cohérente avec les données simulées en acides aminés 
(cf. paragraphe II.4.II.2). En effet, la valeur maximale de la vitesse de production de la thiolutine est 
observée lorsque la concentration des acides aminés est comprise entre 0,3 et 1,2 mmol/L pour les 
sept expériences. Au début de la fermentation, la concentration en acides aminés est beaucoup plus 
importante que KAA,4, la production de thiolutine est fortement inhibée, ce qui est en accord avec les 
observations expérimentales.  
Tableau .4.5 : Résultats de l'identification des paramètres du modèle dépendant de l’expérience  
Expérience 
𝑲𝑻𝒉𝒊𝒐,𝟒 (mmol/L) 𝒕𝑳𝒂𝒈 (h) 𝒕𝟐 (h) 
Estimé IC 95% Estimé IC 95% Estimé IC 95% 
CS-1NH3 0,15 0,14 – 0,17 1,02.10-2 2,87.10-3-0,22 6,93 5,48 – 8,39 
CS-3Glu 9,08.10-2 7,80.10-2 – 0,11 1,85 1,35 – 2,36 5,26 3,36 – 7,18 
CS-5Glu 0,10 9,03.10-2 – 0,12 3,10 2,69 – 3,51 50,00 47,98 – 52,04 
CS-8Glu 7,86.10-2 6,54.10-2 – 9,48.10-2 0,53 3,70.10-2 – 1,19 49,99 48,19 – 51,82 
CL-2EXL 7,92.10-2 7,37.10-2-8,52.10-2 5,65 4,85 – 6,46 11,93 10,45 – 13,39 
CL-pulse 0,20 0,15 – 0,26 1,02 0,54 – 1,50 34,86 34,86 – 34,86 
CL-pulsebis 0,17 0,13 – 0,21 4,91 4,57-5,24 18,80 16-61 – 20,94 
 
Pour l’ensemble des expériences, le paramètre estimé KThio,4 correspond à la concentration maximale 
de thiolutine observée sur les données expérimentales (présentées en annexe) avec un écart 
maximal de 10%. La formulation choisie pour représenter la vitesse de production (cf. paragraphe 
II.3.IV) permet de stopper la production lorsque la concentration maximale est atteinte de manière 
satisfaisante. La production de thiolutine est bien représentée par le modèle. 
Les durées des phases de latence identifiées sont inférieures à 7h, valeur maximale observée sur les 
données expérimentales. Pour l’expérience CS-1NH3, la phase de latence serait inexistante (durée de 
moins d’une minute). Ce résultat est influencé par l’absence d’échantillon entre 0 et 9h de culture. 
En l’absence de données, l’identificateur n’est pas en mesure d’estimer une valeur correcte de ce 
paramètre. Pour les autres expériences, la durée moyenne de la phase de latence est de 2,84 h. Cette 
valeur pourrait, par la suite, être fixée, de manière à limiter le nombre de paramètres dépendant de 
l’expérience et augmenter la capacité prédictive du modèle. 
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En ce qui concerne la durée de la phase 2, on distingue deux familles d’expériences. Pour CS-1NH3, 
CS-3Glu, CL-2EXL et CL-pulsebis, la durée de cette phase d’adaptation est très courte et dure moins 
de 20h alors que pour les expériences CS-5Glu, CS-8Glu et CL-pulse, celle-ci dure entre 35 et 50h. 
Cette différence ne semble pas liée aux conditions initiales, puisque pour les expériences CL-pulse et 
CL-pulsebis, elles sont identiques (cf. paragraphe I.3.III.2). 
II.4.II.1.4. Vitesses des réactions du schéma stœchiométrique 
Les vitesses instantanées de réactions ont été calculées d’après les équations présentées aux 
paragraphes II.3.IV et II.4.I, à partir des paramètres identifiés et des données simulées. Les figures 
.4.2 à .4.8 présentent ces vitesses pour chaque expérience de la base de données (tableau .4.2). 
Les différentes phases de fermentation sont représentées par des segments gris. La phase de latence 
n’est pas représentée pour l’expérience CS-1NH3 (figure .4.2) car elle est quasi-inexistante, pour les 
autres expériences elle se situe avant le premier segment gris (figures .4.3 à .4.8).  
 
Figure .4.2 : Vitesses de réaction identifiées pour l’expérience CS-1NH3 
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Figure .4.3 : Vitesses de réaction identifiées pour l’expérience CS-3Glu 
 
 
Figure .4.4 : Vitesses de réaction identifiées pour l’expérience CS-5Glu 
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Figure .4.5 : Vitesses de réaction identifiées pour l’expérience CS-8Glu 
 
 
Figure .4.6 : Vitesses de réaction identifiées pour l’expérience CL-2EXL 
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Figure .4.7 : Vitesses de réaction identifiées pour l’expérience CL-pulse 
 
Figure .4.8 : Vitesses de réaction identifiées pour l’expérience CL-pulsebis 
Le profil des vitesses de réaction est identique pour les sept expériences. La vitesse de la réaction de 
croissance sur acides aminés (v1) est maximale (0,3 – 0,4 mmol/h) aux allentours 12h de culture, puis 
elle ralentit progressivement jusqu’à s’annuler aux alentours de 48h, à la fin de la phase 2.  
La vitesse de la réaction de maintenance (v2) est nulle sur les phases 1b et 3. Pour les expériences 
limitante en glucose, elle est également nulle pendant la phase 4 puisque le glucose est épuisé. Cette 
vitesse est maximale (0,7 mmol/h) pendant la phase 4 pour les expériences non limitantes en glucose 
(CS-1NH3 et CL-2EXL) et en phase 2 pour les autres expériences où elle vaut entre 0,15 et 
0,3 mmol/h. 
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La vitesse de la réaction de croissance sur glucose et ions ammonium (v3) est non nulle pendant les 
phases 1b et 3. Pour l’expérience CS-3Glu, elle atteint son maximum (0,28 mmol/h) vers 40h, pour les 
expériences CS-1NH3 (0,28 mmol/h) et CL-2EXL (0,58 mmol/h) vers 60h et pour les expériences       
CS-5Glu et CS-8Glu (0,28 mmol/h) vers 100h environ. Il semblerait donc qu’en dessous d’un certain 
seuil, pour des concentrations initiales en glucose comprises entre 3 et 8 g/L, il n’y ait pas de lien 
entre la valeur maximale de cette vitesse et la concentration initiale en glucose. Par contre, pour les 
expériences CL-2EXL et CL-pulsebis pour lesquelles la concentration initiale en glucose est de 15 g/L, 
la vitesse de cette réaction est deux fois plus importante que pour CS-3Glu, CS-5Glu et CS-8Glu. De 
même, la vitesse de la réaction R3 est deux fois plus importante pour les expériences CL-2EXL et       
CL-pulsebis (2 g/L de sulfate d’ammonium) que pour CS-1NH3 dont la concentration initiale en ions 
ammonium (1 g/L de sulfate d’ammonium) est moins importante. De plus, il semblerait que la durée 
entre le début de la phase 3 et l’atteinte de la valeur maximale de v3 soit proportionnelle à la 
concentration initiale en glucose en deçà d’une certain seuil ainsi qu’à la concentration initiale en 
ions ammonium. Cette durée est d’environ 10h pour CS-3Glu, 15h pour CS-5 Glu, 35h pour CS-8Glu et 
CL-2EXL et 25h pour CS-1NH3. 
La vitesse de la réaction de production de thiolutine (v4) augmente à partir de 10h de culture pour 
l’ensemble des expériences jusqu’à atteindre son maximum aux alentours de 30h, puis elle diminue 
jusqu’à s’annuler vers 60-70h. Au maximum elle vaut 0,025 – 0,030 mmol/h pour les expériences     
CS-1NH3, CS-3Glu, CS-5Glu, CL-pulse et CL-pulsebis et 0,020 mmol/h pour CS-8Glu et CL-2EXL qui 
sont les deux expériences pour lesquelles la concentration maximale en thiolutine est la plus faible 
(tableau .4.5).  
Les vitesses d’adsorption des acides aminés et des ions ammonium sur la biomasse (v6 et v7) 
dépendent de la vitesse de production de biomasse donc des vitesses v1 et v3. Elles atteignent leur 
maximum, respectivement 0,08 – 0,10 et 0,02 – 0,03 mmol/h, vers 12h de culture. Par la suite, elles 
diminuent progressivement pendant les phases 1b et 2 avant d’augmenter à nouveau pendant la 
phase 3 à 0,01 mmol/h pour v6 et 0,03 mmol/h pour v7 sur les expériences CS-1NH3, CS-3Glu,          
CS-5Glu et CS-8Glu et à 0,02 mmol/h pour v6 et 0,06 mmol/h pour v7 sur les expériences CL-2EXL et 
CL-pulsebis, on retrouve ici le rapport de 2 observé sur v3. 
II.4.II.2. Ajustement aux données expérimentales réconciliées 
Les figures .4.9 à .4.15 présentent les résultats obtenus après identification sur les expériences de 
la base de données (tableau .4.2). Les différentes phases de fermentation sont représentées par 
des segments gris. La phase de latence n’est pas représentée pour l’expérience CS-1NH3 (figure 
.4.9), pour les autres expériences elle se situe avant le premier segment gris (figures .4.10 à 
.4.15). Pour les données en thiolutine, les points expérimentaux représentés en vert foncé 
correspondent aux points qui ne sont pas utilisés pour la modélisation (cf. paragraphe II.2.III.3). 
Pour l’ensemble des expériences (sauf CS-8Glu) les données expérimentales sont très bien 
représentées par le modèle sur les phases 1a, 1b et 2. Dans le cas de l’expérience CS-8Glu, la 
concentration initiale en acides aminés est sous-estimée à hauteur de 1,68 mmol/L par l’optimiseur, 
il en résulte une sous estimation de la biomasse produite de 2,02 mmol/L. En effet, une des 
particularités d’ExOptim est la possibilité de prendre en compte l’erreur sur la mesure des composés 
dès le point initial, ce qui a conduit à cette sous-estimation de la concentration initiale en acides 
aminés. Cette correction de 2,02 mmol/L est en deçà de l’intervalle de confiance à 95% sur la mesure 
de la concentration en acides aminés qui permet de borner l’erreur relative entre la concentration 
initiale mesurée et la concentration initiale vraie estimée. Toutefois, elle représente une erreur de 
20% ce qui parait peu plausible. 
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Par ailleurs, les données en acides aminés des expériences CL-2EXL, CL-pulse et CL-pulsebis, pour 
lesquelles la quantification est réalisée par la méthode enzymatique, ne présentent pas un 
ajustement aussi bon que celui des autres expériences, pour lesquelles les acides aminés sont 
quantifiés par HPLC. En effet, l’écriture de la vitesse de la réaction de croissance sur acides aminés R1 
(cf. paragraphe II.3.IV) ne permet pas de représenter la concentration résiduelle observée dans le 
premier cas. D’après cette équation, les acides aminés sont consommés jusqu’à épuisement avant 
l’arrêt de la réaction. Il en résulte une légère surestimation de la biomasse d’environ 1,2 mmol/L. 
Toutefois l’ajustement des données simulées aux données expérimentales reste satisfaisant avec une 
valeur du critère d’ajustement de l’ordre de 10-2. 
Sur l’ensemble des expériences, la concentration en thiolutine produite est bien représentée par le 
modèle avec un critère d’ajustement au maximum de l’ordre de 10-2. L’écriture de la vitesse de 
production (cf. pargraphe II.3.IV) permet de stopper la production lorsque la concentration maximale 
est atteinte. L’ajustement est légèrement moins bon pour les expériences CL-pulse et      CL-pulsebis, 
surement à cause d’un nombre de points expérimentaux moins important que pour les autres 
expériences. Pour l’expérience CS-8Glu, la thiolutine simulée est produite plus rapidement que pour 
les données expérimentales, mais la concentration finale est équivalente. La vitesse de la thiolutine 
est calculée à partir des valeurs estimées des paramètres identifiés sur les sept expériences, qui ne 
sont peut-être pas les valeurs optimales pour cette expérience. De plus, l’optimiseur a pu être 
perturbé par les échantillons à 43 et 46h dont la concentration en thiolutine semble être plus 
importante qu’en réalité. En effet, le poids de la thiolutine dans les bilans est trop faible pour que 
celle si soit réconciliée, cette mesure est donc entachée d’erreur. 
De manière générale, la quantité d’ammonium entrainé dans la phase gazeuse est bien représentée 
sur la totalité de la fermentation avec un critère d’ajustement de l’ordre de 10-3 ou 10-4, selon les 
expériences. Le modèle permet d’illustrer ce phénomène de façon satisfaisante. 
Sur les expériences CS-1NH3, CL-2EXL et CL-pulsebis, les données sont bien représentées pendant la 
phase 3. Pour CS-1NH3, la concentration en biomasse semble légèrement sous-estimée alors que les 
concentrations en glucose et en ions ammonium sont surestimées. Il semblerait que la vitesse de la 
réaction de croissance sur glucose et ions ammonium (R3) soit légèrement sous-estimée. Pour        
CL-2EXL, les données en biomasse sont surestimées avec un écart constant de 4,69 mmol/L sur toute 
la phase. Cette erreur s’explique en partie par l’erreur de simulation de la concentration en acides 
aminés. En effet, la concentration résiduelle de 1 mmol/L, qui n’est pas représentée par le modèle, 
conduit à la formation de 1,14 mmol/L de biomasse (avec biosorption de 0,05 mmol/L d’acides 
aminés). Entre 35 et 48h, un écart de 3,18 mmol/L est formé entre biomasse simulée et réconciliée. 
Celui-ci est surement provoqué par un décalage de quelques heures sur le début de la phase 3, le 
glucose est alors consommé pour produire de la biomasse au lieu d’être consommé pour la 
maintenance. La prise d’au moins un échantillon supplémentaire entre 35 et 48h aurait été 
nécessaire.  
Globalement la phase 3 est correctement représenté pour les expériences CS-5Glu et CS-8Glu. 
Toutefois, la biomasse est surestimée, parallèlement les concentrations en glucose et en ions 
ammonium sont sous-estimées alors que le dioxyde de carbone est correctement représenté. Il 
semblerait que pour produire la quantité de dioxyde de carbone équivalente à celle observée 
expérimentalement, le modèle augmente la vitesse de la réaction R3 et produise ainsi plus de 
biomasse.  
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La phase 4 est présente sur les expériences CS-1NH3, CL-2EXL et CS-3Glu. Pour CS-1NH3, le décalage 
observé sur la concentration en ions ammonium au cours de la phase 3 entraine une erreur sur la 
quantité d’ammonium évaporé en fin de fermentation. Le phénomène d’évaporation étant actif tant 
que des ions ammonium sont dans le milieu liquide, le modèle continue d’évaporer l’ammonium 
après 150h. Parallèlement, le modèle surestime la vitesse de la réaction de maintenance (R2) et donc 
la consommation de glucose et la production de dioxyde de carbone. Ainsi, les données simulées en 
dioxyde de carbone, qui étaient sous-estimées pendant la phase 3 se rapprochent des données 
expérimentales pendant cette phase. Pour CL-2EXL, les données sont bien représentées, l’écart de 
2,55 mmol/L observé sur la biomasse finale est dû au décalage sur le début de la phase 3. 
Pour l’expérience CS-3Glu, l’identificateur a estimé une durée de la phase d’adaptation de 5,26h, ce 
qui est beaucoup moins important que la durée observée expérimentalement qui est d’environ 20h. 
La deuxième phase de croissance de la biomasse débute donc à environ 30h contre 50h 
expérimentalement. Ainsi la biomasse est fortement surestimée à partir de 30h. Le décalage du 
début de la phase 3 permet un meilleur ajustement des données en glucose et en ions ammonium 
pour la suite de la fermentation. En effet, il semblerait que le modèle tende à limiter la vitesse de la 
réaction R3 pendant la phase 1b. L’analyse qualitative a permis de mettre en évidence la 
consommation d’un substrat carboné issu de l’extrait de levure. Ce dernier n’étant pas identifié il a 
été considéré dans le modèle comme du glucose. Or, il est possible que la vitesse de consommation 
de ce composé ne soit, en réalité, pas parfaitement identique à celle du glucose en phase 3. On 
remarque d’ailleurs que la consommation du glucose est légèrement sous-estimée sur l’ensemble 
des expériences pendant la phase 1b, toutefois ce phénomène est largement atténué par la 
concentration initiale en glucose plus importante. Il serait donc intéressant d’identifier et de 
quantifier ce substrat de manière à pouvoir utiliser le modèle pour les faibles concentrations initiales 
en glucose. Pendant la phase 4, la biomasse est donc surestimée de 4,95 mmol/L. 
Finalement le modèle est valide pour les expériences CS-1NH3, CS-5Glu, CS-8Glu, Cl-2EXL, CL-pulse et 
CL-pulsebis. Il permet de représenter raisonnablement les données expérimentales sur ces six 
expériences. Par contre, il ne parvient pas à simuler correctement les données pour les faibles 
concentrations en glucose. 
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Figure .4.9 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience CS-1NH3,  
Ct : critère d’ajustement 
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Figure .4.10 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience CS-3Glu, 
Ct : critère d’ajustement 
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Figure .4.11 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience CS-5Glu,  
Ct : critère d’ajustement 
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Figure .4.12 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience CS-8Glu,  
Ct : critère d’ajustement 
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Figure .4.13 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience CL-2EXL,  
Ct : critère d’ajustement 
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Figure .4.14 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience CL-pulse,  
Ct : critère d’ajustement 
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Figure .4.15 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience CL-pulsebis,  
Ct : critère d’ajustement 
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II.4.III. Analyse de la cohérence du modèle stœchio-cinétique sur les 
autres expériences de la base de données 
II.4.III.1. Présentation de la base de données  
Afin de vérifier la cohérence du modèle stœchio-cinétique, celui-ci est testé sur cinq jeux de données 
expérimentales réconciliées. Les expériences utilisées diffèrent par la concentration initiale en extrait 
de levure (0,5, 1, 2  et 3,3 g/L), en ions ammonium (7,5, 21 et 30 mM) et en glucose (5, 13, 15 et 
25 g/L). L’expérience CL-pulsebis (après pulse) correspond à l’expérience CL-pulsebis pour laquelle le 
temps initial coïncide avec le temps de l’ajout d’extrait de levure vers 50h. Le modèle est également 
testé sur l’expérience CL-25°C réalisée à une température de 25°C. Les autres conditions de culture 
correspondent aux conditions standards décrites au chapitre .2. Les conditions initiales sont 
résumées dans le tableau .4.6.  
Tableau .4.6 : Expériences de la base de données utilisées pour la validation du modèle 
Expérience Concentrations initiales Température 
en °C 
Remarque 
EXL 
en g/L 
Glu 
en g/L 
NH4
+ 
en g/L de 
(NH4)2SO4 
CS-0,5EXL+5Glu 0,5 5 2 30 
Les autres conditions de cultures 
sont standards. 
CS-1EXL 1 25 2 30 
Les autres conditions de cultures 
sont standards. 
CL-0,5NH3 2 15 0,5 30 
Les autres conditions de cultures 
sont standards. 
CL-pulsebis 
(après le pulse) 
2,5 + 
concentration 
résiduelle 
13 1,4 30 
La concentration initiale en 
biomasse est de 10,32 mmol/L. 
Les autres conditions de cultures 
sont standards. 
CL-25°C 2 15 2 25 
Les autres conditions de cultures 
sont standards. 
 
II.4.III.2. Estimation des paramètres dépendants de l’expérience 
Les paramètres indépendants de l’expérience sont fixés aux valeurs identifiées et présentées dans le 
tableau .4.3. Les paramètres dépendants de l’expérience sont identifiés sur l’expérience 
correspondante, les résultats sont présentés dans le tableau .4.7 pour chacune des expériences. 
Tableau .4.7 : Résultats de l'identification des paramètres du modèle dépendant de l’expérience sur les données de 
validation  
Expérience 
𝑲𝑻𝒉𝒊𝒐,𝟒 (mmol/L) 𝒕𝑳𝒂𝒈 (h) 𝒕𝟐 (h) 
Estimé IC 95% Estimé IC 95% Estimé IC 95% 
CS-0,5EXL+5Glu 4,72.10-2 3,58.10-2 – 6,26.10-2 1,00.10-2 3,39.10-3-0,36 5,00 2,63 – 7,32 
CS-1EXL 1,06.10-2 3,19.10-3 – 3,54.10-2 3,65 3,37 – 3,92 49,99 48,10 – 51,91 
CL-0,5NH3 0,15 8,93.10-2 – 4,08.10-1 1,35 0,98 – 1,73 40,90 37,62 – 44,17 
CL-pulsebis  
(après le pulse) 
0,16 0,11 – 0,16 3,10 2,91 – 3,29 5,00 4,15 – 5,87 
CL-25°C 0,16 0,15 – 0,18 9,20 8,80 – 9,60 16,67 15,32 – 18,00 
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Pour les expériences CS-0,5EXL+5Glu, CS-1EXL et CL-25°C, le paramètre estimé KThio,4 correspond à la 
concentration maximale de thiolutine observée sur les données expérimentales (présentées en 
annexe). A contrario, pour CL-pulsebis et CL-0,5NH3, ce paramètre est fortement surestimé. Dans le 
cas de CL-pulsebis, après l’ajout d’extrait de levure, la production de thiolutine induite par la nouvelle 
carence en acides aminés est 10 fois moins importante que celle induite par la première carence 
(cf. paragraphe I.3.III.3). Il semblerait que la production dépende de l’âge et/ou de la taille des 
pelotes. Or, les paramètres C4 et KAA,4 du modèle n’ont été identifiés que dans le cas d’un première 
carence en acides aminés, entre 20 et 50h. C’est pourquoi la production et la concentration 
maximale de thiolutine ne sont pas correctement représentées dans ce cas. La quantité de thiolutine 
expérimentale produite lors de l’expérience CL-0,5NH3 est également diminuée d’un facteur 10 par 
rapport aux expériences ayant été utilisées pour l’identification. Il semblerait ici que le faible poids de 
la thiolutine dans les bilans entraine une faible sensibilité de l’optimisation pour le paramètre KThio,4 
représentant la concentration maximale de thiolutine.  
Comme pour l’expérience CS-1NH3, l’absence d’échantillon entre 0,3 et 9h de culture sur 
l’expérience CS-0,5EXL+5Glu ne permet pas d’estimer une valeur correcte de la phase de latence. 
Cette dernière est alors considérée comme quasi inexistante. Pour l’expérience CS-25°C, la durée de 
la phase de latence est plus importante que pour les expériences réalisées à 30°C (toutes les autres 
expériences de la base de données). La température semble donc avoir un effet sur ce paramètre. 
Pour les trois autres expériences, la durée moyenne de la phase de latence est de 2,70h. Cette valeur 
est proche de la valeur moyenne (2,84h) des durées des phases de latence identifiées au cours de 
l’étape d’identification du modèle (tableau .4.5). Cette observation renforce l’idée de fixer la valeur 
de ce paramètre, éventuellement en incluant un terme de dépendance à la température, afin de 
limiter le nombre de paramètres dépendants de l’expérience. 
En ce qui concerne la durée de la phase 2, on distingue également deux familles d’expériences. Pour 
CS-0,5EXL+5Glu, CL-pulsebis et CL-25°C, cette phase dure moins de 18h alors que pour les 
expériences CS-1EXL et CL-0,5NH3, elle s’étend sur plus de 40h.  
II.4.III.3. Ajustement aux données expérimentales réconciliées 
Les figures .4.16 à .4.20 présentent l’ajustement entre les concentrations simulées et 
expérimentales réconciliées, respectivement pour les expériences CS-0,5EXL+5Glu, CS-1EXL,             
CL-0,5NH3, CL-pulsebis et CL-25°C. Les différentes phases de fermentation identifiées sont 
représentées par des segments gris. La phase de latence n’est pas représentée pour l’expérience    
CS-0,5EXL+5Glu (figure .4.16), pour les autres expériences elle se situe avant le premier segment 
gris (figures .4.17 à .4.20). Pour l’expérience CL-pulsebis, le segment en pointillé représente le 
temps initial donné à l’optimiseur. Pour les données en thiolutine, les points expérimentaux  en vert 
foncé correspondent aux points qui ne sont pas représentés par la modélisation (cf. paragraphe 
II.2.III.3). 
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Figure .4.16 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience                       
CS-0,5EXL+5Glu, Ct : critère d’ajustement 
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Pour l’expérience CS-0,5EXL+5Glu, la vitesse de croissance sur acides aminés simulée est inférieure à 
celle observée expérimentalement sur les phases 1a et 1b, d’où une surestimation de la 
concentration en acides aminés sur ces phases. Parallèlement, la biomasse produite est sous-
estimée. Il en résulte également un décalage d’environ 25h sur la transition entre les phases 1b et 2 
entre les données simulées et expérimentales. Par conséquent, la durée de la phase 2 est largement 
réduite sur les données simulées et ne dure que 5h (au lieu de 30h expérimentalement).  
Sur la phase 3, l’ajustement des données en biomasse, glucose et en ions ammonium est satisfaisant. 
Le modèle semble bien représenter la croissance avec consommation de glucose et ions ammonium 
(R3). Toutefois, sur la fin de la phase de croissance, aux alentours de 150h, la vitesse de cette 
réaction diminue. Les données en glucose sont donc légèrement surestimées, ce qui provoque un 
décalage de 40h sur la transition vers la phase 4. La biomasse finale est ainsi surestimée de 
3,44 mmol/L. Une partie de cet écart peut également s’expliquer par l’erreur sur la représentation 
des acides aminés, le modèle ne représentant pas la concentration résiduelle en acides aminés de 
0,5 mmol/L, soit 0,57 mmol/L de biomasse (avec biosorption de 0,02 mmol/L d’acides aminés). 
Parallèlement, la quantité de dioxyde de carbone produit est sous-estimée.  
La thiolutine expérimentale présente deux phases de production qui ne sont pas observées sur les 
autres expériences. Les concentrations étant faibles, il se pourrait que les mesures sur cette 
expérience soient entachées d’erreur. En effet, le poids de la thiolutine dans les bilans est très faible, 
les données ne sont donc pas modifiées lors de la réconciliation. Le modèle est écrit de manière à ne 
représenter qu’une seule phase de production d’où cette mauvaise représentation. Toutefois, la 
vitesse de production simulée est équivalente à la vitesse de production expérimentale.  
Enfin, la quantité d’ammonium entrainé dans la phase gazeuse est très bien représentée sur 
l’ensemble de la fermentation. 
Le modèle développé ne permet pas de simuler la première phase de croissance sur acides aminés 
de manière satisfaisante pour une faible concentration en extrait de levure de 0,5 g/L. Par contre, la 
seconde phase de croissance sur glucose et ions ammonium (phase 3) est bien modélisée de même 
que le phénomène d’entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse. 
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Figure .4.17 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience CS-1EXL,  
Ct : critère d’ajustement 
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Pour l’expérience CS-1EXL, la diminution de la concentration initiale en extrait de levure entraine 
également une mauvaise représentation de la première phase de croissance et un décalage dans les 
phases de la fermentation.  
Sur cette expérience, la vitesse de la réaction de croissance sur glucose et ions ammonium (R3) est 
largement surestimée. Il en découle une surestimation de la biomasse de 6,44 mmol/L en fin de 
fermentation. La concentration initiale en glucose de cette expérience est de 25 g/L soit 10 g/L de 
plus que dans les conditions standards. Il semblerait que le glucose ait ici un effet inhibiteur sur la 
croissance de Sa. algeriensis pendant la phase 3. Ce phénomène n’était pas observé sur les autres 
expériences ayant une concentration initiale en glucose comprise entre 3 et 15 g/L. Ainsi, un terme 
d’inhibition par le substrat (glucose) pourrait être ajouté à l’expression de la vitesse de la réaction R3 
de manière à représenter cet effet. Un seuil en dessous duquel le phénomène d’inhibition n’est pas 
observé pourrait également être testé. Différents modèles d’inhibition par le substrat ont été 
développés, ils sont présentés dans la partie bibliographie (cf. tableau .1.3).  
Le décalage des phases et le potentiel effet inhibiteur du glucose sur la réaction R3 permettent 
également de justifier la surproduction de dioxyde de carbone à partir de 40h. En effet pendant la 
phase 2, la réaction de maintenance sur glucose (R2) est active, celle-ci produit plus de dioxyde de 
carbone à partir d’une mole de glucose que la réaction de R3 (cf. paragraphe II.4.I). Or, sur les 
données expérimentales réconciliées, entre 24 et 95h, une phase de croissance est observée, donc la 
réaction R3 devrait être activée. Sur les données simulées, la phase 2 s’étend de 40 à 90h, la réaction 
R2 est donc active (à la place de la réaction R3). Au delà de 90h, la surestimation de la vitesse de la 
réaction R3 explique la surproduction de dioxyde de carbone.  
La vitesse de production de la thiolutine est correctement représentée par le modèle, toutefois le 
déclenchement de la production est différé d’environ 10h. Dans le modèle, le déclenchement de la 
réaction de production de thiolutine (R4) est contrôlé par un terme d’inhibition sur la concentration 
en acides aminés. Ainsi, ce décalage pourrait être expliqué, d’une part parce ce paramètre n’a été 
identifié que sur des expériences pour lesquelles la concentration initiale en extrait de levure est de 
2 g/L, et d’autre part, par la mauvaise représentation de la concentration en acides aminés sur le 
début de la fermentation.  
La quantité d’ammonium en phase gazeuse est bien représentée. Le décrochage en fin de 
fermentation se justifie par l’erreur sur la concentration en ions ammonium à partir d’environ 110h. 
Sur cette expérience, seuls l’entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse et la vitesse de la 
production de la thiolutine sont bien représentés par le modèle. Celui-ci ne permet de simuler ni la 
croissance sur acides aminés pour une concentration en extrait de levure de 1 g/L, ni la croissance 
sur glucose et ions ammonium pour une concentration initiale en glucose importante de 25 g/L.  
 
Partie  : Modélisation du comportement macroscopique de Saccharotrix algeriensis en fermenteur batch 
Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                192 | P a g e  
 
 
 
Figure .4.18 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience CL-0,5NH3,  
Ct : critère d’ajustement 
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Pour l’expérience CL-0,5NH3, le modèle permet de représenter les données de façon satisfaisante 
avec une valeur du critère d’ajustement inférieur ou égal à 1,27.10-2 (sauf pour la thiolutine). Les 
phases de fermentation simulées correspondent à celles observées expérimentalement. La 
surestimation de la biomasse de 0,89 mmol/L en moyenne pendant les phases 2 et 3 s’explique par la 
sous-estimation de la concentration résiduelle en acides aminés.  
Le début de la production de thiolutine expérimentale est observé pour cette expérience vers 24h, 
une fois que la totalité des acides aminés assimilables est consommée, ce qui n’est pas le cas sur les 
autres expériences de la base de données. Le modèle étant identifié sur d’autres expériences, un 
décalage d’environ 18h apparaît sur le début de la production et l’atteinte du titre maximal. De plus, 
comme nous l’avons noté au paragraphe II.4.III.2, la concentration maximale est largement 
surestimée, sûrement en raison d’un manque de sensibilité de l’optimiseur aux données en 
thiolutine. Toutefois, la vitesse de production de la thiolutine est correctement simulée, les 
paramètres C4 et KAA,4 identitfiés au paragraphe II.4.II.1.3 sont valides sur cette expériences.  
La production du dioxyde de carbone est légèrement sous-estimée, mais cette erreur reste 
acceptable au vu de l’imprécision de cette mesure. La quantité de d’ammonium gazeux entrainé par 
le débit d’air est très bien représentée par le modèle. 
Le modèle permet de représenter les différentes phases de croissance de Sa. algeriensis de manière 
satisfaisante. Malgré une mauvaise représentation des données en thioluitine, la vitesse de 
production de ce métabolite est bien simulée. Le modèle est donc validé sur cette expérience. 
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Figure .4.19 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience CL-pulsebis 
(après le pulse), Ct : critère d’ajustement 
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Pour l’expérience CL-pulsebis, après l’ajout de 2,5 g/L d’extrait de levure à 50h de culture, le modèle 
représente très bien les données avec un critère d’ajustement de l’ordre de 10-3 ou 10-4 pour la 
majorité des composés. Les acides aminés sont un peu moins bien représentés à partir de la phase 
1b, la concentration résiduelle de 2 mmol/L n’étant pas représentée, ce qui entraine une 
surestimation de la biomasse de 2,3 mmol/L (avec biosorption de 0,09 mmol/L d’acides aminés). 
Seule la production de thiolutine n’est pas correctement représentée pour cette expérience. En effet, 
comme il a été précisé au paragraphe II.4.III.2, la production de ce métabolite semble dépendre de 
l’âge et/ou de la taille des pelotes. Ce facteur n’étant pas pris en compte dans le modèle celui-ci ne 
parvient à représenter la production de thiolutine pour cette expérience. La vitesse de la réaction R4 
et le titre maximal en thiolutine sont surestimés. 
Hormis pour la production de thiolutine, le modèle représente très bien les données expérimentales. 
Il est donc validé sur cette expérience. 
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Figure .4.20 : Ajustement des données simulées aux données expérimentales réconciliées pour l'expérience CL-25°C,  
Ct : critère d’ajustement 
 
0
5
10
15
20
25
30
35
0 50 100 150 200
B
io
m
as
se
(m
m
o
l/
L)
Temps (h)
Biomasse expérimentale réconciliée Biomasse simulée
0
1
2
3
4
5
6
7
8
0 50 100 150 200
A
ci
d
es
am
in
és
(m
m
o
l/
L)
Temps (h)
Acides aminés expérimentaux réconciliés Acides aminés simulés
0
20
40
60
80
100
0 50 100 150 200
G
lu
co
se
 (
m
m
o
l/
L)
Temps (h)
Glucose expérimental réconcilié Glucose simulé
0
5
10
15
20
25
30
35
0 50 100 150 200
Io
n
s 
am
m
o
n
iu
m
 (
m
m
o
l/
L)
Temps (h)
Ions ammonium expérimentaux réconciliés Ions ammonium simulés
0
0,05
0,1
0,15
0,2
0,25
0 50 100 150 200
Th
io
lu
ti
n
e
 (m
m
o
l/
L)
Temps (h)
Thiolutine expérimentale réconciliée Thiolutine simulée
0
100
200
300
400
500
600
700
0 50 100 150 200
D
io
xy
d
e 
d
e 
ca
rb
o
n
e 
(m
m
o
l)
Temps (h)
Dioxyde de carbone expérimental réconcilié Dioxyde de carbone simulé
Ct = 4,08.10-2 Ct = 6,79.10-2
Ct = 1,85.10-2 Ct = 1,74.10-2
Ct = 8,21.10-3 Ct = 9,58.10-2
1b 2 3
1a
4 1b 2 3
1a
4
1b 2 3
1a
4 1b 2 3
1a
4
1b 2 3
1a
4 1b 2 3
1a
4
0
1
2
3
4
5
0 50 100 150 200
A
m
m
o
n
iu
m
 g
az
eu
x 
(m
m
o
l)
Temps (h)
Ammonium gazeux expérimental réconcilié Ammonium gazeux simulé
Ct = 5,43.10-3
1b 2 3
1a
4
Thiolutine expérimentale réconciliée (non prise en compte pour
la modélisation)
Chapitre 4 : Indentification et validation du modèle du comportement de Sa. algeriensis 
Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                  197 | P a g e  
Pour l’expérience CL-25°C, l’ajustement des données est satisfaisant sur les phases 1a, 1b et 2, sauf 
pour les acides aminés (concentration résiduelle non représentée). Pendant la phase 3, la vitesse 
simulée de la réaction de croissance sur glucose et ions ammonium (R3) parait plus rapide que sur les 
données expérimentales. En effet, la biomasse et dioxyde de carbone produits sont plus importants 
sur les données simulées que sur les données réconciliées et les concentrations en glucose et en ions 
ammonium sont sous-estimées. De plus, il semblerait que sur les données expérimentales, la 
croissance soit stoppée alors que la concentration restante en ions ammonium soit environ de 
8 mmol/L, alors que sur le modèle ce seuil est fixé à 3 mmol/L. Ceci explique également la 
surproduction de biomasse et la surconsommation en substrat. Finalement, la biomasse maximale 
est ainsi surestimée de 7,27 mmol/L en moyenne dont 1,71 mmol/L due à la mauvaise 
représentation de la concentration résiduelle en acides aminés. D’après l’équation stœchiométrique 
de la réaction R3, une surestimation d’environ 5,10 mmol/L de biomasse serait due à la modification 
du seuil en ions ammonium. L’analyse qualitative avait mis en évidence un impact positif de la 
température sur la croissance pendant la phase 3 de la fermentation (cf. paragraphe I.3.III.4). Celui-ci 
semble confirmé par les résultats de la modélisation des données de cette expérience. Un terme 
introduisant l’effet de la température sur le taux de croissance de type Arrhénius (Esener et al., 1983) 
ou modèle cardinal (Rosso et al., 1993; Van Derlinden et al., 2008) pourrait être donc ajouté au 
modèle. 
Au cours de l’analyse qualitative, la température semblait avoir un effet négatif sur la vitesse de 
production ainsi que sur le titre maximal en thiolutine. Ici, la production est bien représentée par le 
modèle. La vitesse de la réaction de production (R4) ne semble pas affectée par la température. De 
plus, l’écriture de cette vitesse étant basée sur la loi logistique, cela permet de s’affranchir d’une 
éventuelle influence de la température sur la concentration maximale. 
L’ensemble des données est bien simulé sur les phases 1a, 1b et 2 de la fermentation. Le modèle est 
donc valide en début de fermentation, pour la croissance sur acides aminés et la production de 
thiolutine. Toutefois, la seconde phase de croissance sur glucose et ions ammonium (phase3) n’est 
pas modélisée de façon satisfaisante. 
Finalement, le modèle identifié permet donc de représenter le comportement de Sa. algeriensis sur 
les fermentations CL-0,5NH3 et CL-pulsebis (après le pulse). Le début de la fermentation, c’est à dire 
la première phase de croissance sur acides aminés et la phase d’adaptation, est également bien 
représenté sur CL-25°C et la seconde phase de croissance (phase 3) est bien modélisée sur               
CS-0,5EXL+5Glu. Le modèle est donc valide pour une concentration en extrait de levure de 2 g/L à 
une température de 25°C et 30°C ainsi que pour une concentration de 2,5 g/L + concentration 
résiduelle (soit environ 3,3 g/L) à 30°C. Par contre, pour les concentrations inférieures en extrait de 
levure, il ne parvient pas à représenter la vitesse de croissance sur acides aminés (R1) de façon 
satisfaisante. Le modèle est également validé pour des concentrations en glucose et sulfate 
d’ammonium (ions ammonium) respectivement de 5 et 15 g/L et 0,5 et 2 g/L à une température de 
30°C. 
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II.4.IV. Amélioration du modèle du comportement de Sa. algeriensis 
L’étape de validation a mis en évidence certaines lacunes du modèle du comportement de 
Sa. algeriensis développé notamment au niveau de la variation de la concentration initiale en extrait 
de levure et en glucose pour les concentrations importantes. 
Ainsi, le modèle a été testé mais non validé sur des concentrations en extrait de levure de 0,5 et 
1 g/L. En effet, l’écriture de la vitesse de la réaction de croissance en acides aminés (R1), basé sur le 
modèle de Monod, dépend de la concentration en acides aminés. Ainsi, lorsque la concentration 
initiale en extrait de levure est de 0,5 g/L, la vitesse de la réaction R1 est moins importante, d’après 
le modèle, que lorsque la concentration initiale est de 2 g/L. Or, ce n’est pas le cas sur les données 
expérimentales. En début de fermentation, quelle que soit la concentration initiale en extrait de 
levure, la vitesse de croissance sur acides aminés observée expérimentalement est identique. Par 
contre, la concentration maximale en biomasse obtenue pendant la phase 2 est correctement 
modélisée. Afin de corriger ce problème et obtenir un modèle valable quelle que soit la 
concentration initiale en extrait de levure, deux solutions pourraient être envisagées. La première 
consisterait à modifier les bornes du paramètre KAA,1 de manière à ce que ce paramètre puisse être 
négligeable en début de fermentation (KAA,1<<[AA]) afin de représenter la croissance exponentielle. 
Toutefois, cette modification risque d’impacter fortement l’ajustement entre les données 
expérimentales et simulées dans la suite de la fermentation, notamment pour la biomasse. Ainsi, il 
semble préférable de transformer l’écriture de la vitesse de la réaction R1 de manière à ne plus 
dépendre de la concentration en acides aminés. Pour ce faire, une équation basée sur le modèle 
logistique, donc dépendant de la biomasse maximale obtenue par cette réaction (𝐾𝑋,1), pourrait être 
utilisée. Cette biomasse maximale est un paramètre dépendant de l’expérience, puisque dépendant 
de la concentration initiale en acides aminés. Afin de ne pas ajouter un paramètre dépendant de 
l’expérience au modèle, celle-ci pourrait être directement calculée à partir de la concentration 
initiale en acides aminés ([𝐴𝐴]0), en prenant en compte l’adsorption des acides aminés, selon 
l’équation .4.4.1. La vitesse de la réaction R1 serait alors exprimée selon l’équation .4.4.2. 
𝐾𝑋,1 = 1,14[𝐴𝐴]0             (.4.4.1) 
𝑣1(𝑡) = 𝐶1𝑋(1 −
[𝑋]
𝐾𝑋,1
)     (.4.4.2) 
Ce type d’écriture, permettrait également de résoudre le problème lié à la méthode de quantification 
des acides aminés. La vitesse étant contrôlée par la biomasse, la réaction serait stoppée lorsque la 
concentration maximale en biomasse est atteinte et plus lorsque les acides aminés libres s’épuisent. 
Toutefois, dans le cas de la simulation d’un ajout d’extrait de levure en cours de fermentation, la 
gestion du calcul du paramètre 𝐾𝑋,1 serait complexe et rend donc cette écriture difficile à généraliser 
dans ce cas. 
Le test de validation sur l’expérience CS-1EXL, pour laquelle la concentration initiale en glucose est 
de 25 g/L, a permis de mettre en évidence un phénomène d’inhibition par le substrat pendant la 
seconde phase de croissance. De manière à obtenir un modèle valide pour des concentrations en 
glucose supérieures à 15 g/L, un terme d’inhibition par le glucose pourrait être ajouté à l’expression 
de la vitesse de la réaction de croissance sur glucose et ions ammonium. Par exemple, la vitesse 
pourrait être d’écrite par l’équation .4.4.3 inspiré du modèle de Andrews (1968) où KI,3 est la 
constante d’inhibition par le glucose. 
𝑣3(𝑡) = 𝐶3𝑋
[𝐺𝑙𝑢]
([𝐺𝑙𝑢]+𝐾𝐺𝑙𝑢,3)(1+
[𝐺𝑙𝑢]
𝐾𝐼,3
)
[𝑁𝐻4
+]
3
[𝑁𝐻4
+]
3
+𝐾𝑁𝐻3,3
𝐾𝐴𝐴,3
[𝐴𝐴]+𝐾𝐴𝐴,3
       (.4.4.3) 
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Lors de la validation du modèle sur l’expérience CL-25°C, une influence de la température sur le taux 
de croissance de la biomasse pendant la seconde phase de croissance a été montrée. L’influence de 
la température pourrait donc être prise en compte dans l’expression de la vitesse de réaction de 
croissance sur glucose et ions ammonium (R3), par exemple, en utilisant un modèle basé sur modèle 
cardinal (équation .4.4.4, Rosso et al., 1993). 
𝜇𝑚𝑎𝑥
=
{
 
 
 
 
0                                                                                                                                                                             , 𝑇 ≤ 𝑇𝑚𝑖𝑛              
𝜇𝑜𝑝𝑡
(𝑇 − 𝑇𝑚𝑖𝑛)
𝑛(𝑇 − 𝑇𝑚𝑎𝑥)
(𝑇𝑜𝑝𝑡 − 𝑇𝑚𝑖𝑛)
𝑛−1
((𝑇𝑜𝑝𝑡 − 𝑇𝑚𝑖𝑛)(𝑇 − 𝑇𝑜𝑝𝑡) − (𝑇𝑜𝑝𝑡 − 𝑇𝑚𝑎𝑥) ((𝑛 − 1)𝑇𝑜𝑝𝑡 + 𝑇𝑚𝑖𝑛 − 𝑛𝑇))
  , 𝑇𝑚𝑖𝑛 < 𝑇 < 𝑇𝑚𝑎𝑥
0                                                                                                                                                                             , 𝑇 ≥ 𝑇𝑚𝑎𝑥              
 
(.4.4.4) 
Où T est la température dans le fermenteur, Tmin, Topt et Tmax sont respectivement les températures 
minimale, maximale et optimale pour la croissance (en K) et n est un paramètre de forme. 
Enfin, lors de l’analyse de l’ajustement de données sur les expériences CS-1NH3, CS-5Glu, CS-8Glu,                
CS-0,5EXL+5Glu et CL-0,5NH3, il a été observé que le modèle, soit sous-estime la quantité de dioxyde 
de carbone produit pendant la phase 3, soit il surestime la production de biomasse et la 
consommation de glucose et ions ammonium (CS-8Glu). Le schéma stœchiométrique proposé par 
Strub (2008) avait été identifié avant la formulation des hypothèses d’entrainement de l’ammonium 
dans la phase gazeuse et d’adsorption des acides aminés et des ions ammonium sur la biomasse. Il se 
pourrait que la stœchiométrie de la réaction de croissance sur glucose et ions ammonium (R3), qui 
est prédominante pendant la phase 3, soit modifiée par la prise en compte de ces phénomènes dans 
le modèle. La stœchiométrie de la réaction de croissance sur acides aminés (R1) ne semble pas être 
changée. Afin de vérifier la stœchiométrie de la réaction R3, une analyse factorielle pourrait être 
réalisée sur les nouvelles données réconciliées. 
II.4.V. Conclusion 
Dans ce chapitre, le modèle du comportement de Sa. algeriensis, composé de dix-sept paramètres 
dont quatorze à estimer (onze paramètres indépendants de l’expérience et trois paramètres 
dépendants de l’expérience), a été identifié avec succès. Le modèle a été validé à 30°C pour des 
concentrations en glucose allant de 5 à 15 g/L, des concentrations en sulfate d’ammonium de 0,5, 1,4 
et 2 g/L et des concentrations en extrait de levure de 2 g/L et 3,3 g/L (dans le cas d’un ajout d’extrait 
de levure par un pulse). Toutefois, les intervalles de confiance des estimés restent importants en 
particulier pour les paramètres KAA,3, KAA,4 et C4. Il serait donc intéressant d’utiliser la fonction de 
planification d’ExOptim afin d’essayer de réduire ces intervalles de confiance. 
De plus, au cours de l’analyse de la cohérence du modèle sur cinq nouvelles expériences de la base 
de données aux conditions initiales distinctes, plusieurs problèmes ont été observés. Notamment, le 
modèle ne permet pas une bonne représentation des données lors la variation de la concentration 
initiale en extrait de levure et en glucose (pour les concentrations importantes) ainsi que la non prise 
en compte de l’influence de la température. Des solutions facilement applicables ont donc été 
proposées pour pallier à ces imperfections. 
Finalement le modèle proposé dans cette partie, bien que perfectible, permet de prédire 
raisonnablement les cinétiques de croissance et de production de thiolutine par Sa. algeriensis. 
Toutefois, son utilisation reste limitée à des conditions initiales proches de celles de cette étude. 
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Conclusion et perspectives 
Dans cette étude, nous nous sommes attachés à appréhender le système de production de la 
thiolutine par Saccharothrix algeriensis. Pour cela, nous avons retenu une approche par 
modélisation, incontournable pour la conception et l’optimisation des procédés de fermentation. 
Cette approche a permis d’augmenter la compréhension du système étudié. Ainsi, ce travail a permis 
d’analyser le comportement de la bactérie et de construire un modèle représentant la dynamique 
macroscopique de la croissance de la bactérie et de la production de thiolutine en fermenteur batch 
dans différentes conditions opératoires. Le modèle développé permet de décrire avec succès la 
complexité du système étudié. La croissance diauxique sur substrat mixte ainsi que les bascules 
métaboliques contrôlant les transitions des différentes phases de la fermentation sont modélisées de 
façon satisfaisante. 
Dans un premier temps, l’analyse des bilans carbone, azote et rédox, nous a permis de mettre en 
évidence certains phénomènes dont l’influence sur les observations du système n’étaient pas prise 
en compte, ainsi qu’une incertitude importante sur la mesure des composés de la phase gazeuse. 
L’erreur sur la mesure de la fraction molaire en dioxyde de carbone dans le gaz de sortie du 
fermenteur a été quantifiée et les données en dioxyde de carbone ont pu être corrigées. Par ailleurs, 
deux hypothèses ont été formulées et partiellement validées pour expliquer la perte d’azote 
observée à partir des grandeurs mesurées : d’une part, l’entrainement de l’ammonium dans la phase 
gazeuse, et d’autre part, l’adsorption des acides aminés et des ions ammonium sur la biomasse suivie 
de leur désorption lors du lavage de celle-ci pour analyse. Par la suite, la technique de validation et 
de réconciliation des données décrite par Fillon (1996), nous a permis de constituer une base de 
données fiable pouvant servir de support à la construction du modèle. 
L’analyse qualitative sur les données expérimentales réconciliées a permis de confirmer le 
comportement de Sa. algeriensis décrit par Strub (2008). A savoir, la bactérie présente une 
croissance diauxique, elle consomme dans un premier temps les substrats apportés par l’extrait de 
levure principalement les acides aminés libres mais également un substrat carboné qui n’a pas été 
caractérisé. Après une phase d’adaptation, la croissance reprend avec la consommation du glucose et 
des ions ammonium du milieu de culture. L’épuisement des acides aminés consommés 
préférentiellement provoque un ralentissement important de la croissance et la production de 
thiolutine. Ce métabolite semble ensuite être dégradé pendant la seconde phase de croissance. Lors 
de l’ajout du substrat préférentiel en cours de fermentation (« pulse » d’extrait de levure), le 
métabolisme de la bactérie est immédiatement réorienté vers la consommation des acides aminés et 
du substrat inconnu de l’extrait de levure. La nouvelle carence en acides aminés est à nouveau suivie 
d’une phase de production de thiolutine. Toutefois, la quantité produite après le pulse est 10 fois 
inférieure à la quantité produite initialement. Dans les conditions testées, il ne semble donc pas 
judicieux d’induire la production de ce métabolite à plusieurs reprises au cours d’une culture batch 
afin d’augmenter le titre final en thiolutine. Enfin, bien qu’ayant un effet positif sur la croissance, 
l’augmentation de la température semble avoir un effet négatif sur le titre final de thiolutine 
produite.  
Par la suite, un modèle, intégrant une approche stœchio-cinétique permettant de représenter la 
croissance diauxique et la production de thiolutine, a été construit. Celui-ci tient compte des 
phénomènes d’évaporation de l’ammonium et d’adsorption de substrats sur la paroi de la bactérie. 
Les bascules métaboliques sont également modélisées. Les cinétiques des réactions apparentes du 
schéma réactionnel sont basées sur des lois largement utilisées pour la représentation des systèmes 
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microbiologiques. Une étape de discrimination, au cours de laquelle plusieurs modèles de 
représentation des cinétiques réactionnelles ainsi que différentes approches de modélisation des 
bascules métaboliques ont été testés. Les bascules métaboliques sont implémentées sous forme 
d’évènements, l’enchainement des réactions au cours de fermentation est géré en partie 
directement dans l’écriture des vitesses de réaction mais également à partir de la simulation des 
différentes phases de fermentation. Le modèle stœchio-cinétique retenu est cohérent avec les 
données expérimentales. L’entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse est représenté par 
l’association de l’équilibre acido-basique et de l’équilibre liquide-vapeur. Les cinétiques d’adsorption 
sont supposées proportionnelles à la vitesse de production de biomasse. Le modèle finalement 
obtenu a été validé à différentes concentrations initiales en glucose et en ions ammonium comprises 
respectivement entre 5 et 15 g/l et 7 et 30 mM et pour des concentrations initiales en extrait de 
lavure de 2,0 et 3,3 g/l. Le modèle ainsi développé parait adapté à la représentation du 
comportement de Sa. algeriensis dans les conditions testées pour le pilotage du bioprocédé de 
production de thiolutine. 
Toutefois, ce modèle pourrait être amélioré afin d’augmenter sa capacité prédictive et de le valider 
pour une plage de concentrations initiales en substrat plus étendue.  
Premièrement, les résultats de validation ont souligné l’impossibilité de simuler les cinétiques de 
croissance de Sa. algeriensis pour des concentrations initiales en extrait de levure inferieures à 2 g/l. 
En effet, actuellement, la vitesse de la réaction de croissances sur acides aminés (R1) dépend de la 
concentration en acides aminés, de manière à représenter la limitation en substrat. Or, sur les 
données expérimentales réconciliées, en début de fermentation, la vitesse de cette réaction semble 
identique quelle que soit la concentration initiale en acides aminés. Pour remédier à ce problème, 
l’écriture de la vitesse de la réaction R1 pourrait être modifiée de manière à ne plus dépendre de la 
concentration en acides aminés dans le fermenteur. Ainsi, le modèle logistique pourrait être 
envisagé. Dans cette équation, le paramètre représentant la biomasse maximale (KX,1) dépend de la 
concentration initiale en acides aminés et peut être évalué à partir du coefficient stœchiométrique 
de la biomasse dans la réaction R1. Le nouveau modèle cinétique proposé pour représenter cette 
vitesse de réaction est exprimé par l’équation C.1. Il ne dépend que de la concentration en biomasse 
dans le fermenteur et de la concentration initiale en acides aminés. 
𝑣1(𝑡) = 𝐶1𝑋(1 −
[𝑋]
1,14[𝐴𝐴]0
)              (C.1) 
Par ailleurs, les résultats de la validation du modèle sur des concentrations importantes en glucose 
(25 g/l) semblent montrer un effet inhibiteur du glucose sur la seconde phase de croissance du 
micro-organisme. De manière à représenter cet effet, un terme d’inhibition par le glucose pourrait 
être ajouté à l’expression de la vitesse de la réaction de croissance sur glucose et ions ammonium 
(R3). Dans un second temps, des stratégies expérimentales de type « semi-continue » pourraient être 
mises en place afin de limiter cette répression catabolique.  
Enfin, les intervalles de confiance obtenus lors de l’estimation des paramètres du modèle restent 
larges. Il serait donc intéressant d’utiliser la fonctionnalité de stratégie expérimentale disponible 
dans ExOptim afin de réduire ces intervalles de confiance. En effet, la toolbox permet d’optimiser le 
protocole expérimental, afin de nous permettre de constituer une base de données expérimentales 
plus riche en informations. Dans un premier temps, la planification des expériences pourra s’orienter 
vers la détermination des temps de prélèvements et les concentrations initiales en substrat (extrait 
de levure, glucose et ions ammonium). 
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Parallèlement, de nombreuses zones d’ombres restent à éclaircir quant au métabolisme de 
Sa. algeriensis et sur le procédé de production de thiolutine par fermentation. Ainsi, le modèle 
pourra également être complété de manière à prendre en compte un maximum de phénomènes, 
suite aux différentes voies d’exploration expérimentales. 
Premièrement, la présence d’ions ammonium et d’acides aminés dans le surnageant de lavage de la 
biomasse a été observée tardivement au cours des dernières expériences réalisées. Ainsi l’hypothèse 
d’adsorption de ces nutriments sur la paroi cellulaire n’a pu être vérifiée et quantifiée précisément. Il 
apparaît donc nécessaire de confirmer et caractériser ce phénomène par une étude cinétique. Dans 
le modèle actuel, les quantités adsorbées sont donc supposées proportionnelles à la quantité de 
biomasse produite. Après la confirmation et la caractérisation de ce phénomène expérimentalement, 
il serait intéressant d’implémenter les cinétiques d’adsorption dans le modèle. Le tableau c.1 
présente différents modèles couramment employés pour représenter les cinétiques de biosorption 
(Liu and Liu, 2008; Michalak et al., 2013; Vijayaraghavan and Yun, 2008). 
Tableau C.1 : Modèles cinétiques couramment utilisés en biosorption d'après Liu and Liu (2008); Michalak et al. (2013) et 
Vijayaraghavan and Yun (2008), Qt : quantité adsorbée à l’instant t, Qe : quantité adsorbée à l’équilibre et k : constante 
cinétique 
 Equation Référence 
Pseudo-first-order ou  
modèle de Lagergren 
𝑑𝑄𝑡
𝑑𝑡
= 𝑘(𝑄𝑒 − 𝑄𝑡) Lagergren (1898) 
Pseudo-second-order 
𝑑𝑄𝑡
𝑑𝑡
= 𝑘(𝑄𝑒 − 𝑄𝑡)
2 Blanchard et al. (1984) 
Generalized-order 
𝑑𝑄𝑡
𝑑𝑡
= 𝑘(𝑄𝑒 − 𝑄𝑡)
𝑛 Liu and Shen (2008) 
 
En outre, une étude préliminaire a été menée sur la variation de la température de culture. Celle-ci 
semble montrer en effet négatif de l’augmentation de la température sur la production de thiolutine. 
De plus, les résultats expérimentaux et la validation du modèle sur l’expérience réalisée à 25°C, 
semblent montrer un impact de la variation de température sur le taux de croissance de la biomasse. 
L’étude de l’influence de la température sur le comportement de la bactérie devrait donc être 
approfondie notamment en réalisant des essais à d’autres températures. Lors de l’essai de culture à 
35°C, la pression en oxygène dissous n’a pu être maintenue à 30% de la saturation (conditions 
standards) et est tombée à 0% après seulement quelques heures de fermentation. Cette chute de la 
concentration en oxygène dissous a mis en évidence l’importance de ce paramètre pour la croissance 
de Sa. algeriensis. L’oxygène est donc un paramètre primordial dont l’influence devra être étudié. De 
même, l’impact des variations de pH ainsi que les interactions des différents paramètres 
environnementaux sur la production de thiolutine pourront être examinés. Par la suite, le modèle 
pourra être complété en modélisant l’influence de la température mais également des autres 
paramètres environnementaux, notamment l’oxygène dissous, sur la croissance et la production de 
thiolutine.  
Par ailleurs, la modélisation actuelle considère la biomasse comme un composé homogène. Or, la 
morphologie des micro-organismes filamenteux est un facteur pouvant influencer la production des 
métabolites secondaires. Dans nos conditions, Sa. algeriensis se développe sous forme de pelotes 
dont la taille augmente au cours de la fermentation, il est probable que le cœur de la pelote subisse 
une limitation du transfert des nutriments au sein de celle-ci. Afin de mieux représenter notre 
système, cet aspect devrait être étudié et une modélisation morphologique pourrait être adoptée. 
Par exemple, la viabilité au sein des pelotes pourrait être appréhendée par un marquage fluorescent 
(au propidium iodide : IP) suivie d’une observation microscopique. Puis, un modèle morphologique 
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simple, basé sur celui développé par Sarrà et al. (1999), permettant de distinguer les zones viables et 
lysées des pelotes, pourrait être envisagé. 
Malgré des conditions opératoires standardisées, il existe des problèmes de reproductibilité, 
notamment au niveau de durée de la phase de production de thiolutine. D’une part, l’utilisation 
d’extrait de levure, dont la composition n’est pas entièrement caractérisée complique la 
détermination du facteur de déclenchement de la production. Celle-ci semble provoquée par 
l’épuisement des acides aminés consommés préférentiellement et/ou du substrat inconnu de 
l’extrait de levure. Malheureusement, les cinétiques de consommation des acides aminés n’ont pu 
être étudiées individuellement. Ils ont alors été considérés comme un composé unique consommé à 
une vitesse moyenne. Dans le but de mieux comprendre le métabolisme de Sa. algeriensis et le 
déclenchement de la production de thiolutine, il semblerait opportun de les étudier séparément ou 
rassemblés par rapport à leur vitesse d’assimilation. L’influence de la concentration initiale en acides 
aminés d’assimilation rapide pourrait ainsi être évaluée. Parallèlement, une caractérisation 
approfondie de l’extrait de levure devrait permettre d’identifier ce substrat inconnu puis de 
l’implémenter dans le modèle. D’autre part, la découverte récente du cluster de gènes codant pour 
la production des dithiolopyrrolones chez Sa. algeriensis (Huang et al., 2015; Saker, 2013) ouvre de 
nouvelle voies dans la compréhension de la production de ce métabolite secondaire. En particulier, la 
bascule métabolique entre la phase de production de la thiolutine et la reprise de la croissance sur 
glucose et ions ammonium n’est actuellement pas identifiée. L’étude de l’expression de ces gènes 
pourra à l’avenir favoriser la caractérisation de l’arrêt de la production. 
Enfin, l’originalité de Sa. algeriensis vient de sa capacité à produire différentes dithiolopyrrolones en 
fonction du milieu de culture, principalement par la supplémentation du milieu semi-synthétique par 
différents acides organiques. Il serait donc souhaitable, d’étudier les cinétiques de production de ces 
« autres » dithiolopyrrolones. Le schéma réactionnel pourra ainsi être complété par les réactions de 
transformation de l’acide organique vers la dithiolopyrrolone associée.  
De nombreux efforts restent donc à fournir afin de mieux comprendre les subtilités du métabolisme 
secondaire de Sa. algeriensis, en particulier les facteurs influençant la durée de la phase de 
production des dithiolopyrrolones doivent être déterminés. Pour cela, la modélisation est un outil 
performant de compréhension et d’optimisation des procédés de biotransformation. 
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ANNEXE 1 : Bilan carbone, azote et rédox pour l’ensemble des 
fermentations de la base de données 
Bilan sur les données expérimentales avant correction 
CS-1NH3 : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
1 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-1EXL : 
1 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-4EXL :  
4 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-3Glu : 
2 g/L d'extrait de levure, 
3 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-5Glu :  
2 g/L d'extrait de levure, 
5 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-8Glu : 
2 g/L d'extrait de levure, 
8 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-0.5EXL+5Glu : 
0,5 g/L d'extrait de levure, 
5 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-pulse : 
2 g/L d'extrait de levure + pulse de 1g/L à 50h + pulse de 2g/L à 167h, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
 
 
  
0
400
800
1200
1600
2000
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
B
ila
n
 C
ar
b
o
n
e
 (
m
m
o
l)
 
Temps (h) 
Biomasse Acides aminés Glucose Thiolutine
CO2 Bilan C th Bilan C tot
0
20
40
60
80
100
120
140
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
B
ila
n
 A
zo
te
 (
m
m
o
l)
 
Temps (h) 
Biomasse Acides aminés NH4+ Thiolutine Bilan N th Bilan N tot
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
4000
-2000
-1000
0
1000
2000
3000
4000
5000
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
B
ila
n
 R
e
d
o
x 
(m
m
o
l)
 
D
e
gr
é
 d
e
 r
é
d
u
ct
io
n
 d
e
s 
co
m
p
o
sé
s 
(m
m
o
l)
 
Temps (h) 
Biomasse Acides aminés Glucose Thiolutine
O2 Bilan Gamma Bilan Gamma th Bilan Gamma tot
Annexe 1 : Bilan carbone, azote et rédox 
Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                  247 | P a g e  
CL-pulsebis : 
2 g/L d'extrait de levure + pulse de 2,5g/L à 50h, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-0.5NH3 : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
0,5 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-25°C : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Température= 25°C, autres conditions standards. 
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CL-35°C : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Température= 35°C, autres conditions standards. 
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Bilan sur les données expérimentales corrigées 
CS-1NH3 : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
1 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-1EXL : 
1 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-4EXL : 
4 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-3Glu : 
2 g/L d'extrait de levure, 
3 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-5Glu : 
2 g/L d'extrait de levure, 
5 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-8Glu : 
2 g/L d'extrait de levure, 
8 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-0.5EXL+5Glu : 
0,5 g/L d'extrait de levure, 
5 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-pulse : 
2 g/L d'extrait de levure + pulse de 1g/L à 50h + pulse de 2 g/L à 167h, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-pulsebis : 
2 g/L d'extrait de levure + pulse de 2,5g/L à 50h, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-0.5NH3 : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
0,5 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-25°C : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Température= 25°C, autres conditions standards. 
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CL-35°C : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Température= 35°C, autres conditions standards. 
 
  
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
0 20 40 60 80 100 120 140 160
B
ila
n
 C
ar
b
o
n
e
 (
m
m
o
l)
 
Temps (h) 
Biomasse Acides aminés Glucose
Thiolutine CO2 Pseudo glucose
Acides aminés adsorbés Bilan C th Bilan C tot
0
20
40
60
80
100
120
0 20 40 60 80 100 120 140 160
B
ila
n
 A
zo
te
 (
m
m
o
l)
 
Temps (h) 
Biomasse Acides aminés NH4+
Thiolutine NH3g NH4+ adsorbés
Acides aminés adsorbés Bilan N tot Bilan N th
0
1000
2000
3000
4000
-2000
0
2000
4000
6000
0 20 40 60 80 100 120 140
B
ila
n
 R
e
d
o
x 
(m
m
o
l)
 
D
e
gr
é
 d
e
 r
é
d
u
ct
io
n
 d
e
s 
co
m
p
o
sé
s 
(m
m
o
l)
 
Temps (h) 
Biomasse Acides aminés Glucose
Thiolutine Pseudo glucose Acides aminés adsorbés
O2 Bilan Gamma Bilan Gamma th
 Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                  263 | P a g e  
 Modélisation de la croissance et de la production de thiolutine par Saccharothrix algeriensis                264 | P a g e  
Annexe 2 : Corrélation entre azote perdu et biomasse produite 
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ANNEXE 2 : Corrélation entre azote perdu et biomasse produite 
CS-1NH3 : 
 
CS-1EXL : 
 
CS-4EXL : 
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CS-5Glu : 
 
CS-8Glu : 
 
 
 
 
 
CS-0,5EXL+5Glu : 
y = 0,4413x 
R² = 0,7128 
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CL-pulse : 
 
CL-pulsebis : 
 
 
 
 
 
CL-0,5NH3 : 
y = 0,6349x 
R² = 0,7775 
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CL-25°C : 
 
CL-35°C (avant le déclin de la biomasse): 
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Annexe 3 : Comparaison des données réconciliées et expérimentales 
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ANNEXE 3 : Comparaison des données réconciliées avec les 
données expérimentales corrigées 
CS-1NH3 : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
1 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards.  
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CS-1EXL : 
1 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-4EXL : 
4 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-3Glu : 
2 g/L d'extrait de levure, 
3 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-5Glu : 
2 g/L d'extrait de levure, 
5 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-8Glu : 
2 g/L d'extrait de levure, 
8 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-0.5EXL+5Glu : 
0,5 g/L d'extrait de levure, 
5 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-pulse : 
2 g/L d'extrait de levure + pulse de 1g/L à 50h, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-pulsebis : 
2 g/L d'extrait de levure + pulse de 2,5g/L à 50h, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-0.5NH3 : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
0,5 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-25°C : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Température= 25°C, autres conditions standards. 
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CL-35°C : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Température= 35°C, autres conditions standards. 
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ANNEXE 4 : Données réconciliées 
CS-1NH3 : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
1 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-1EXL : 
1 g/L d'extrait de levure, 
25 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-4EXL : 
4 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-3Glu : 
2 g/L d'extrait de levure, 
3 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-5Glu : 
2 g/L d'extrait de levure, 
5 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-8Glu : 
2 g/L d'extrait de levure, 
8 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CS-0,5EXL+5Glu : 
0,5 g/L d'extrait de levure, 
5 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-pulse : 
2 g/L d'extrait de levure + pulse de 1g/L à 50h + pulse 2g/L à 167h (flèches rouges), 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-0,5NH3 : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
0,5 g/L de sulfate d'ammonium,  
Conditions standards. 
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CL-25°C : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Température= 25°C, autres conditions standards. 
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CL-35°C : 
2 g/L d'extrait de levure, 
15 g/L de glucose,  
2 g/L de sulfate d'ammonium,  
Température= 35°C, autres conditions standards. 
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ANNEXE 5 : Procédure des tests statistiques utilisés pour la 
réconciliation des données 
Generalized Likehood Ratio (GLR) 
Dans le cas où les erreurs de mesure sont uniquement de type aléatoire, le vecteur des erreurs de 
mesure (ε) suit une loi normale centrée en 0. Les données mesurées suivent alors une loi normale 
centrée de variance (V). Les variances sont calculées à partir des erreurs relatives pour chaque 
composé mesuré. On peut définir le vecteur des mesures (Yexp) par l’équation A.1. 
𝑌𝑒𝑥𝑝 = 𝑌
∗ + 𝜀           (A.1) 
Avec, 𝜀 ≈ 𝑁(0, 𝑉) et 𝑌𝑒𝑥𝑝 ≈ 𝑁(𝑌
∗, 𝑉), 𝑌∗étant le vecteur des mesures vraies. 
Le vecteur des résidus (r) est défini par l’équation A.2. 
𝑟 = 𝐴𝑌𝑒𝑥𝑝       (A.2) 
Où A représente la matrice des contraintes. 
Dans le cas d’erreur de mesure aléatoire, l’ensemble des résidus (E(r)) est nul. En présence d’un biais 
d’amplitude (b) sur la mesure du jième composé pour le ième prélèvement, le vecteur des mesures est 
alors calculé par l’équation A.3. 
𝑌𝑒𝑥𝑝 = 𝑌
∗ + 𝜀 + 𝑏𝑒𝑖,𝑗               (A.3) 
Où ei,j est le vecteur de la base canonique des vecteurs qui pointe la mesure erronée du j
ième composé 
pour le ième prélèvement. Par exemple, si le troisième composé du cinquième échantillon est 
suspecté, e5,3 =[0,0,1,0,0,0,0,0]. L’ensemble des résidus n’est plus nul (équation A.4). 
𝐸(𝑟) = 𝑏𝐴𝑒𝑖,𝑗                       (A.4) 
Procédure du test GLR : 
Etape préliminaire :  
 Hypothèse H0 : Il n’y a pas d’erreur de mesure donc 𝐸(𝑟) = 0 
 Hypothèse H1 : Il existe au moins une mesure aberrante, donc 𝐸(𝑟) = 𝑏𝐴𝑒𝑖,𝑗 
Dans ces conditions, le rapport de vraisemblance (λ) est donné par l’équation A.5. 
𝜆 =
𝑃(𝑟/𝐻1)
𝑃(𝑟/𝐻0)
          (A.5) 
Où P(r/H) représente la probabilité d’obtenir r sachant l’hypothèse H.  
Etape 1 : Pour chaque composé de chaque échantillon, la valeur de la variable maximale test (tmax) 
est calculée (équation A.6 et A.7). La variable (t) suit une loi de χ2  à un degré de liberté 
𝑡 = 2𝑙𝑛(𝜆) = 𝑟𝑇 𝑉−1𝑟 − (𝑟 − 𝑏𝐴𝑒𝑖,𝑗)
𝑇
𝑉−1(𝑟 − 𝑏𝐴𝑒𝑖,𝑗)               (A.6) 
𝑡𝑚𝑎𝑥 = max𝑏𝐴𝑒𝑖,𝑗 𝑡               (A.7) 
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Etape 2 : Pour un risque donné (α), si 𝑡𝑚𝑎𝑥 < 𝜒1
2(𝛼), alors l’hypothèse H0 est acceptée. Sinon 
𝑡𝑚𝑎𝑥 > 𝜒1
2(𝛼) et l’hypothèse H1 est validée. Le biais probable est alors évalué, il correspond au biais 
(?̅?) qui maximise la valeur de la variable (t) (équation A.8). 
?̅? = ( 𝑟𝑇 𝑉−1𝐴𝑒𝑖,𝑗)( 𝑒𝑖,𝑗
𝑇 𝐴𝑇 𝑉−1𝐴𝑒𝑖,𝑗)
−1
    (A.8) 
Etape 3 : Les mesures erronées sont corrigées d’après l’équation A.9. La procédure est réitérée avec 
les valeurs corrigées (Yexpc). 
𝑌𝑒𝑥𝑝𝑐 = 𝑌𝑒𝑥𝑝 − ?̅?            (A.9) 
Iterative Measurement Test (IMT)  
La méthode du test IMT est basée sur le calcul du vecteur normalisé des termes correctifs (εnorm) 
d’après l’équation A.10.  
𝜀𝑛𝑜𝑟𝑚 =
𝑌𝑒𝑥𝑝−𝑌𝑟𝑒𝑐
𝑈1/2
           (A.10) 
Où U représente la variance du vecteur des termes correctifs, Yrec est la valeur des données calculée 
par la réconciliation et εnorm suit une loi normale centrée de variance 1.  
Procédure du test IMT : 
Etape préliminaire :  
 Hypothèse H0 : Il n’y a pas d’erreur de mesure donc Enorm suit une loi normale centrée 
 Hypothèse H1 : Il existe au moins une mesure aberrante 
Etape 1 : Pour chaque composé de chaque échantillon, calcul de la valeur maximale du vecteur des 
termes correctifs normalisé (équation A.11) 
𝜀𝑛𝑜𝑟𝑚,𝑚𝑎𝑥 = max𝑖=1…𝑛𝑚𝑒𝑠 𝜀𝑛𝑜𝑟𝑚(𝑖)              (A.11) 
Etape 2 : Pour un risque donné (α), si 𝜀𝑛𝑜𝑟𝑚,𝑚𝑎𝑥 < 𝜀𝑐(𝛼), alors l’hypothèse H0 est validée. Sinon, 
𝜀𝑛𝑜𝑟𝑚,𝑚𝑎𝑥 > 𝜀𝑐(𝛼), l’hypothèse H1 est admise. L’échantillon i correspondant à εnorm,max est éliminé. 
La procédure est répétée sans l’échantillon erroné. 𝜀𝑐(𝛼) est la valeur critique du test calculé pour le 
1-β/2 point de la distribution standard normale (Serth and Heenan, 1986).  
Avec :        𝛽 = 1 − (1 − 𝛼)
1
𝑛𝑚𝑒𝑠⁄     (A.12) 
Residual Criterion (RC) 
Le test RC est basé sur l’analyse du critère résiduel (hi) de chaque prélèvement i calculé d’après 
l’équation A.13. 
ℎ𝑖 = 𝜀𝑖
𝑇 𝑉−1𝜀𝑖            (A.13) 
Où εi représente les corrections sur les mesures du i
ème prélèvement. Le critère hi suit une loi de χ
2 à 
rang (A) degrés de liberté (nombre de contraintes choisies, A étant la matrice des contraintes). 
 
Procédure du test RC : 
Etape préliminaire :  
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 Hypothèse H0 : Il n’y a pas d’erreur de mesure donc hi suit une loi de χ
2 à rang (A) degrés de 
liberté 
 Hypothèse H1 : Il existe au moins une mesure aberrante 
Etape 1 : Pour chaque échantillon, calcul de εi et hi de manière à évaluer la valeur maximale du 
critère résiduel (hmax) (équation A.14). 
ℎ𝑚𝑎𝑥 = max𝑖=1…𝑛𝑚𝑒𝑠 ℎ𝑖                 (A.14) 
Etape 2 : Pour un risque donné (α), si ℎ𝑚𝑎𝑥 < 𝜒𝑟𝑔(𝐴)
2 (𝛼), alors l’hypothèse H0 est acceptée. Sinon, 
ℎ𝑚𝑎𝑥 > 𝜒𝑟𝑔(𝐴)
2 (𝛼), L’hypothèse H1 est validée et l’échantillon i correspondant à hmax est éliminé. La 
procédure est renouvelée sans le prélèvement erroné.  
 
  
Résumé 
Saccharothrix algeriensis est une bactérie filamenteuse capable de produire différentes molécules de la famille 
des dithiolopyrrolones présentant des activités antibiotiques et anticancéreuses. Ce travail porte sur l’analyse 
macroscopique et la modélisation du comportement dynamique de cette bactérie en vue de concevoir et 
d’optimiser un procédé de bioproduction de thiolutine. Les expériences menées en fermenteur de deux litres 
ont permis de décrire le comportement macroscopique de Sa. algeriensis. Sur substrat mixte (extrait de levure 
et glucose), la bactérie présente une croissance diauxique. La production de thiolutine, découplée de la 
croissance, est provoquée par l’épuisement du substrat préférentiel (extrait de levure). L’analyse des bilans 
carbone, azote et rédox nous a conduit à considérer deux phénomènes physico-chimiques qui n’étaient pas pris 
en compte dans le modèle proposé par Strub (2008) : l’entrainement de l’ammonium dans la phase gazeuse et 
l’adsorption des ions ammonium et des acides aminés sur la biomasse. Les données réconciliées sur la base des 
bilans élémentaires sont utilisées comme support pour la construction d’un modèle stœchio-cinétique. 
Différentes approches de modélisation des cinétiques et de représentation des bascules métaboliques ont été 
testées afin de retenir un schéma stœchio-cinétique apparent cohérent avec les données réconciliées. Cette 
étape de discrimination a été réalisée à l’aide de la toolbox ExOptim, développée en partenariat avec 
AgroParisTech. Cet outil, alliant une méthode d’optimisation robuste tout en limitant les temps de calcul, 
permet de prendre en compte les erreurs de mesure dès la mesure initiale et de reparamétrer indépendamment 
les paramètres du modèle et les données expérimentales. Les cinétiques réactionnelles sont représentées de 
manière satisfaisante par l’association du modèle de Monod et la loi logistique. Les seize paramètres du modèle 
sont identifiés sur sept expériences indépendantes. Le modèle finalement obtenu est ensuite testé sur cinq 
nouvelles expériences aux conditions initiales différentes. Ce modèle permet de prédire raisonnablement les 
cinétiques de croissance et de production de thiolutine. Toutefois, son utilisation reste limitée à des conditions 
initiales proches de celles de cette étude.  
Mots clés : Saccharothrix algeriensis, Modélisation stœchio-cinétique, métabolisme secondaire, cinétiques 
macroscopiques, dithiolopyrrolones, actinomycète 
Abstract 
Saccharothrix algeriensis is a filamentous bacterium that produces several dithiolopyrrolone compounds with 
antibiotic and antitumor properties. This study focuses on the macroscopic analysis and modelling of the 
dynamic behaviour of this bacterium, in order to design and optimize the bioproduction process of thiolutin. 
Experiments were conducted in a two-litres bioreactor to characterise the macroscopic behaviour of 
Sa. algeriensis. On a medium containing several substrates (yeast extract and glucose), the bacterium shows a 
diauxic growth. Thiolutin production, which appears to be dissociated from growth, is triggered by the 
preferential substrate (yeast extract) depletion. The analysis of the carbon, nitrogen and redox balances led us 
to consider two physicochemical phenomena, which were not taken into consideration in the model proposed 
by Strub (2008): ammonium stripping in gaseous phase and adsorption of ammonium ions and amino acids on 
biomass. The data, reconciled on the basis of elementary balances, were used for the construction of a stoichio-
kinetic model. Different modelling of kinetic and metabolic switches were tested in order to select a stoichio-
kinetic model consistent with the reconciled data. This discrimination step was carried out using the ExOptim 
toolbox, developed in partnership with AgroParisTech. This toolbox combines a robust optimisation method and 
a reduced computation time. The experimental biases are taken into account from the first measurement and 
model parameters and experimental data reconditioned independently. The reaction kinetics are well 
represented by association of the Monod model and logistic laws. The sixteen model parameters were 
estimated from seven experiments. Finally, the model was validated by five additional experiments using 
different initial conditions. The kinetics of growth and thiolutin production are reasonably well predicted. 
However, the model is limited to initial conditions close to those of this study. 
Keywords: Saccharothrix algeriensis, Stoichio-kinetic modelling, secondary metabolism, macroscopic kinetics, 
dithiolopyrrolones, actinomycetes  
